
EuropaJsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europlen des brev ts 



Document AMI 
Appl. No. 10/054,967 




i 

@ NumSro d publication : 0 488' 900 A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



<g) Num6ro de dSpfit: 91403243.8 
63) Date de d6p6t: 29.11.91, 



<g) mt ci. 6 : C12N 15/19, C07K 13/00, 
G42P 21/02, A61K 37/02, 
fcl2N5/10, C12N 1/19 



@ Priority : 29.11.90 FR 9014961 

fi5) Date de publication de la demande : 
w 03.06.92 Bulletin 92/23 

(53) Etats contractants d6sign6s : 

W AT BECH DE DK ES FR GB GR IT U LU NL SE 

(y) Demandeur: ELF SANOFI 
32-34, rue Marbeuf 
F-75008 Pads (FR) 

@ Inventeur: Caput, Daniel. 
10, rue Temponnteres 
F-31000 Toulouse (FR) 



Inventeur: Ferrara, Pascual 
Llbouille, Saint Asslsde, Avlgnonet 
F-31290 Villefrance de Lauragals (FR) 
Inventeur: Miloux, Brlgitte 
6 Chemln de Safrana 
F-31450 Montgiscard (FR) 
Inventeur : Minty, Adrian 
Chemmin de Pechmlrol 
F-31320 MervHIa (FR) 
Inventeur : Vita, Natalio 
25, rue de Prunet 
F-31650 Saint Orens (FR) 

(g) Mandataire : Giilard, Marie-Louise et al 
Cabinet Beau de Lom€nle 55, Rue 
d* Amsterdam 
F-75008 Paris (FR) 



CO 
CO 



<g) Proline prteentant une activity de typq cytokine, ADN recombinant, vecteur d'expression et hdtes 
permettant son obtention. 

<§) Llnvention a pour objet une proline pr£sentant une activity de type cytokine qui comprend la 
sequence (a1) suivante : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

et immediatement en amont de la sequence (a1), une partie de la sequence (a2) suivante : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Scr Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

1 5 10 15 

Asn Lys Lys lie Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Scr Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

ou d'une sequence different de un ou plusieurs acides amines de la sequence (a2) et conf6rant a la 
proline la m£me activity. 
Application : medicament utile notamment comm anticanc6reux ou immunomodulat ur. 
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La pr6sente invention a pour bjet une nouvelle proline prSsentant une activity de type cytokine, les outils 
de g6nle g6n6tique pour la produire, & savoir un ADN recombinant, un vecteur d* expression portant cet ADN 
recombinant, les microorganismes procaryotes et les cellules eucaryotes con ten ant cet ADN recombinant ainsi 
qu'un medicament, utBe notamment comme anticancer ux uimmunomodulateur.contenantatitredeprincipe 
5 actif cette proline. 

II est bien connu que le systeme immunitaire comprend des 6l6ments cellulaires et des substances solubles 
s£cr6t£es par ces demiers, appel6es cytokines. Ce!les-ci sont des prolines qui assurent la communication 
entre une cellule 6mettrice et une cellule able appartenant, soit au systeme immunitaire, sort & un autre systeme 
biologlque de forganisme. Les cytokines ont en g6n6ral une activite biologique dite p!6iotroplque : elles peuvent 
to avoir de multiples actions sur la cellule cible : proliferation, differentiation, cytolyse, activation, chimiotactisme, 
eta.. Plusieurs de ces molecules ont d6ja trouve des applications en th£rapeutique : par exemple, I'interieu- 
kine-2 ou Pinterferon-u utilis£es pour ie traitement de certaines tumeurs par immunoth6rapie et les facteurs 
my6iopoietiques tels que le GCSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) ou le GMCSF (Granulocyte Mono- 
cyte Colony Stimulating Factor) qui stimulent la croissance et la differentiation des cellules sanguines et per- 
is mettent ainsi I'enrichissement en ces demi&res du sang appauvri en celles-ci suite a une chimiothferapie. 

Une des premieres cytokines d6couvertes est i*interieukine-1, & laquelle on a d'abord attribue une activity 
centrale dans rinflammation : le chimiotactisme des neutrophils, suite a des experiences montrant une activit6 
de ce type in vivo aprfcs injection (J. Oppenheim et al, 1986, Imm. Today, 7, 45-56). On salt aujourd'hui que 
l'interleukine-1 stimuie in vivo Pexpression d'une autre cytokine chimiotactique vis-a-vis de neutrophils, 
20 I* interieukine-8 (initialement appefee Neutrophil Chemotactic Factor NCF). Cette cytokine, dont la sequence 
d'acides amines a 6t6 d6termin6e en 1 987 apr&s isolement et purification ainsi que par clonage et s6quencage 
de son ADN comptementaire (K. Matsushima et al. 1988. J. Exp. Med., 1883-1893), est homologue a d'autres 
cytokines d6ja connues a la date de sa d£couverte : les cytokines produKes paries granules a des plaquettes 
telles que le PF4 (Platelet Factor 4) et le PBP (Platelet Basic Protein). La famille des prolines connues homo- 
25 logues a i v interieukine-8, appe!6e habituellement famille SIS (pour Small Induced Secreted proteins), s'est 
consid^rablement agrandie depuis 1987 [J. Oppenheim et al., 1991, Ann. Rev. Immun., 9, 617]. Elle compte 
aujourd'hui notamment gro (dgalement appe!6e MGSA : Melanoma Growth Stimulatory Activity) d6crite par 
A. Anisowicz et al, 1987, Proa Nil. Acad. Sci. USA, 84, 7188-7192 et A. Richmond et al, 1988, EMBO J., 7, 
2025-2033, RANTES (Regulated upon Activation Normal T Expressed and presumably Secreted) d6crite par 
3C T. Schall et al, 1988, J. Imm., 141, 1018-1025, MIP-1 (Macrophage Inflammatory Protein 1) d6crite par S.D. 
Wolpe et al, 1988, J. Exp. Med., 167, 570-581, MIP2 (Macrophage Inflammatory Protein 2) dgcrite par S.D. 
Wolpe et al, 1989, Proa NtL Acad. Sci. USA, 86, 612-616 et MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1 6ga- 
lement appel6e MCAF : Monocyte chemotactic and Activating Factor) d6crite par Yoshimura et al, 1989, Proc. 
Ntl. Acad. Sci. USA, 84, 9233-9237 et K. Matsushima et al, 1989, J. Expr. Med., 169, 1485-1489. 
— La cytokine MCP-1 , »sol6e d'une Iign6e de gliome par T. Yoshimura, reference ckJessus, ainsi que d'une 

Iign6e monocytaire par K. Matsushima et al, reference d-dessus, existe sous deux formes de masses mol6- 
culaires apparentes 13 et 15 kDa, appe!6es MCP-1a et MCP-ip qui semblent correspondre a des modifications 
post-traductionnelles [Y. Jiang et al., 1990, J. Biol. Chem., 265 . 1318-321]. La cytokine MCP-1 a une activity 
chimiotactique pour les monocytes et les basophites mais pas pour les neutrophils (E.J. Leonard, 1990, Immu- 
40 nology Today, 11, 3, 97-101) et un effet stimulateur de I'activife cytostatique des monocytes sur certaines 
Iign6es tumorales (K. Matsushima et al, 1989, J. Exp. Med., 169, 1485-1490). 

Les etudes de structures tridimensionnelles par spectroscopic de r6sonnance magn6tique nucl6aire ou dif- 
fraction des rayons X de l'interieukine-8 et de PF4 ont montrt que ces deux cytokines ont la m&me conforma- 
tion, avec un peptide carboxyterminal de 12 & 15 acides amines en forme <fh6lice a (R. SL Charles et al, 1988, 
45 J. Biol. Chem., 264, 4, 2092-2099 etG.M. Clore, 1990, Biochem., 29, 1689-1696). Selon G.M. Clore, la plupart 
des cytokines de la famine SIS ont une telle partie carboxy terminale en forme <Th6lice a, le r6Ie de cette h£lice 
restant a determiner [C. Herbert et al., 1991, J. Biol. Chem., 266, 18989-994]. 

On a montre r£cemment que le peptide carboxy-terminal de 13 acides amines peut presenter ractivife 
antiangioggnique (inhibition de la proliferation des vafsseaux sanguins) de la cytokine PF4 (T. Maione et al., 
so 1990, Science, 247, 77-79). Selon D.G. Osterman, 1982, Biochem. Biophys. Res. Commun., 107, 130-135, ce 
peptide a une activity chimiotactique vis-a-vis des monocytes trente fols sup£rieure & celle de PF4. 

La pr6sente invention conceme une nouvelle prottine pr6sentant une activitt de type cytokine, caracferi- 
s6e en ce qu'elle comprend la sequence (a1) suivante : 

» Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 

1 5 10 
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t Immediatement n amont de la sequence (a1). une partle de la sequence (a2) sufvante : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

15 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

ou une sequence different de ladite sequence (a2) par un ou plusieurs acides amines et conferant a la proline 
la meme activite. ou en ce qu'elle comprend la sequence (a2) 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Scr Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

1 5 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

et immediatement en aval de (a2) la sequence (a1) 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

ou une sequence different de la sequence (a1) par un ou plusieurs acides amines et conferant k la proteine la 
meme activite. 

La partie de la sequence (a2) immediatement en amont de la sequence (a1). peut etre choisie parmi les 
sequences suivantes : 

Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe et Gin Asp Phe 
1 5 

De preference la partie de la sequence (a2) immediatement en amont de la sequence (a1), est choisie 
parmi la sequence (a2) et les sequences (a3) et (a4) ci-aprfes : 
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5 



(a3) 



Val Gly lie Asn Thr Scr Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe lie Asn Lys 

1 5 10 15 

Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Scr Ser 



20 25 30 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 



10 



35 40 45 

He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 



50 55 60 



et 



(a4) 



Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 

1 5 10 15 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 



20 



20 25 30 



lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 



35 40 45 



25 



ou parmi les sequences qui different de un ou plusieurs acides amines de la sequence (a2), (a3) ou (a4), et 
conferent h la proteine la meme activity. 

<La sequence (a2) est particulierement appreciee, la proteine comportant alors eventuellement un blocage 
aminoterminal. La sequence de la proteine et le blocage aminoterminal correspondent probablement & ceux 
30 de la prot6ine exporte de cellules mononucleates du sang peripherique dans des conditions stimulant Pexpres- 
sion de cytokines. Cette proteine presente, en ce qui concerne sa sequence d'acides amines, une certaine 
ressemblance avec celle de la cytokine MCP-1, et, comme cette demiere elle possede une activite de type 
cytokine. Elle constitue un nouveau membre de la famille SIS. 

Cette proteine est de preference sous une forme qui presente une masse moleculaire apparente, d6ter- 
35 minee par electrophorese sur gel de polyacrytamide en presence de SDS de 9 ± 2, 1 1 ± 2, ou 1 6 ± 2 kDa. Cette 
proteine est avantageusement N-glycosytee en particu lier lorsqu'elle est sous une forme de masse moleculaire 
apparente 1 6 ± 2 kDa. Cette proteine est avantageusement O-g tycosylee en particulier lorsqu'elle est sous une 
forme de masse moleculaire apparente de 11 ±2 kDa. 

Cette proteine a de preference un degre de purete, determine par electrophorese sur gel de polyacrytamide 
40 en presence de SDS et revelation au nitrate d'argent, superieur & 90 % f et en particulier superieur & 95 %. 

L'tnvention a aussi pour objet un ADN recombinant caracterise en ce qu'8 code pour la proteine precedente, 
laquelle peut etre alors obtenue d partir du lysat cellulaire ou, avantageusement, pour un precurseur de la pro- 
teine precedente. Ce precurseur comprend de preference une sequence signal 



Cette sequence signal, choisle en fonction de la cellule h6te, a pour fonction de permettre rexportation de 



45 la proteine recombinante en dehors du cytoplasme, ce qui permet & la proteine recombinants de prendre une 
conformation proche de celle de la proteine naturelle et faciiite considerablement sa purification. Cette 
sequence signal peut etre divee, soit en une seule etape par une signal-peptkJase que libere la proteine mature, 
soit en plusieurs etapes lorsque cette sequence signal comprend en plus de la sequence eliminee par la si- 
gnal-peptidase, appeiee peptide signal ou sequence pre, une sequence eliminee plus tardivement au cours 

so de un ou plusieurs evenements proteolytiques, appeiee sequence pro. 

Pour une expression dans les microorganismes procaryotes, tels que par exemple Escherichia coll. cette 
sequence signal peut 6tre, soit une sequence derivee cTun precurseur naturet d'une proteine exportee par un 
microorganisme procaryote (par exemple le peptide signal OMPa (Grayeb et al, 1984, EMBO Journal, 3, 2437- 
2442) ou celui de la phosphatase alcaline (Michaelis et al, J. Bact 1983, 154, 366-374), soit une sequence 

55 non endogene provenant d'un precurs ur ucaryote (par exemple le p ptide signal d I'un des precurseurs 
naturels de Thormone de croissance humaine), sott un peptide signal synthetique (par exemple celui decrit dans 
la demande de brevet francais n° 2 636 643, de sequ nee : 



4 
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Met Ala Pro Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu 

1 5 10 15 

Cys Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala). 

20 25 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que les ascomycetes, par exemple la levure Sao- 
charomyces cerevisiae ou le champignon filamenteux Crvphonectria parasitica, cette sequence signal est de 
preference une sequence derivee <fun precurseur naturel (Tune proline secretee par ces cellules, par exemple 
pour la levure le precurseur de rinvertase (demande de brevet EP-0123289) ou le precueseur de la sequence 
prepro de la pheromone alpha, (demande de brevet DK 2484/84), ou pour Crvphonectria parasitica, celui de 
la sequence prepro de rendothiapepsine, de sequence : 

Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Thr Ala Met Leu Ala Gly 

15 10 15 

Gly Ala Leu Scr Ser Pro Thr Lys Gin His Val Gly He Pro Val Asn 

20 25 30 

Ala Ser Pro Glu Val Gly Pro Gly Lys Tyr Scr Phe Lys Gin Val Arg 

35 40 45 

Asn Pro Asn Tyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Scr Val Lys Lys Thr Tyr 

50 55 60 

Leu Lys Tyr Gly Val Pro He Pro Ala Trp Leu Glu Asp Ala Val Gin 
65 70 75 80 

Asn Scr Thr Scr Gly Leu Ala Glu Arg 
85 

Pour une expression dans les cellules animales, on utilise comme sequence signal, sort une sequence 
signal d'une prottine de cellule animate connue pour etre export6e -par exemple le peptide signal de Tun des 
precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine, deja connu pour permettre la secretion de llnterieu- 
kine-2 (cf. la demande de brevet francais n° 2 619 711)-. sort Tune des trois sequences signal explicates dr> 
dess o us. 

(bl) Met Lys Ala Scr Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala 
15 10 15 

Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 
20 

(b2) Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
15 10 15 

Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Scr Pro Gin Gly Leu Ala 
20 25 
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(b3) Met Tip Lys Pro Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala 
15 10 IS 

Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu 
20 25 30 

Ala 

avantageusement codees par les sequences (Nb1). (Nb2) et (Nb3) sufvantes : 



ATGAAAGCCT CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG 
CAGCTGCTTT CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

ATGCCCTCAC CCTCCAACAT GAAAGCCTCT GCAGCACTTC 
TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCTTTCA GCCCCCAGGG 
GCTTGCT 



ATGTGGAAGC CCATGCCCTC ACCCTCCAAC ATGAAAGCCT 
CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCTTT 
CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

La s6quence nucleotidique codant pour la proteine mature est par exemple la sequence (Na2) suivante : 

CAGCCAGTTG GGATTAATAC TTCAACTACC TGCTGCTACA 
GATTTATCAA TAAGAAAATC CCTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
CTACAGAAGG ACCACCAGTA GCCACTGTCC CCGGGAAGCT 
GTAATCTTCA AGACCAAACT GGACAAGGAG ATCTGTGCTG 
ACCCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACTTTA TGAAGCACCT 
GGACAAG AAA ACCCAAACTC CAAAGCTT 

Llnventlon conceme egalement un vecteur d'expression qui porte, avec les moyens necessaires a son 
xpression, I'ADN recombinant defini precedemment. 

Pour une expression dans les micro-org anismes procaryotes. en particuller dans Escherichia coll. I'ADN 
recombinant doit etre insere dans un vecteur d'expression comportant notamment un promoteur efficace. suM 
d*un site de fixation des ribosomes en amont du gene a exprimer, ainsi qu'une sequence d'arret de transcription 
efficace en aval du gene a exprimer. Ce vecteur doit egalement comporter une origine de replication et un mar- 
queur de selection, toutes ces sequences doivent etre choisles en fonction de la cellule h6te. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes. le vecteur d'expression selon rinvention porte I'ADN 
recombinant defini precedemment avec les moyens necessaires a son expression, ainsi qu'eventuellement les 
moyens necessaires a sa replication dans les cellules eucaryotes et/bu a la selection des cellules transformees. 
De preference, ce vecteur porte un marqueur de selection, choisi par exemple pour complementer une mutation 
des cellules eucaryotes receptrices, qui permet la selection des cellules qui ont integre I'ADN recombinant en 
un nombr de copies 6leve soit dans I ur gen m , soft dans un v ct ur multicopi . 

Pour une xpression dans les c llules eucaryotes telles que la levure, par xemple Saccharomyces cere- 
visiae. il convient d'inserer I'ADN recombinant ntr .dune part, d s sequences reconnu scomm promoteur 
efficace, d'autre part, un terminateur d transcription. L'ensemble promoteur-sequence codante-terminateur. 



(Nbl) 
(Nb2) 

(Nb3) 
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appeie cassette d'expression, est don6 soit dans un vecteur plasmidique monocopie ou polycopie pour la 
levure, soit int£gre en mutticopie dans le g6nome de la levure. 

L'lnvention concern aussi la levure qui contient, avec les mo/ens necessaires & son expression, PADN 
recombinant d6fini precedemment 
5 Llnvention a egalement trait £ un procede de preparation de la protein ci-dessus, caracterise en ce qu'il 

comprend une etape de culture de cette levure, suivie de risolement et de la purification de la protein recom- 
binante. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que cedes des champignons filamenteux, du 
groupe des ascomyc£tes, par exempte ceux des genres Asperpiilus, Neurospora. Podospora. Trichodenma ou 

to Crvohonectria. le vecteur d'expression seion r invention porta PADN recombinant dftini precedemment avec 
les moyens necessaires & son expression, et eventuellement un marqueur de selection et/ou des sequences 
telom&iques. II est en effet possible de seiectionner les transformants ayant int6gr6 un ADN d'interet & Taide 
cTun marqueur de selection situ6 soit sur le m£me vecteur que I'ADN d'interet, soit sur un autre vecteur, ces 
deux vecteurs etant alors Introduits par cotransformation. UADN recombinant de i'invention peut etre soit Int6- 

is gr6 au genome des champignons filamenteux, soit conserve sous forme extrachromosomique grace & des 
sequences permettant la replication et la partition de cet ADN. 

Pour une expression dans les cellules animates, notamment dans les cellules d'ovaires de hamster chinois 
CHO, I'ADN recombinant est de preference ins6r6 dans un plasmtde (par exemple derive du pBR322) compor- 
tant sort une seule unite (fexpression dans laquelle est ins£r6 I'ADN recombinant de Hnvention et eventuelle- 

20 ment un marqueur de selection, devant un promoteur efficace, soft deux unites d'expression. La premiere unite 
^expression comporte I'ADN recombinant ci-dessus, precede d'un promoteur efficace (par exemple le promo- 
teur precoce de SV40). La sequence autour de I'ATG d'initiation est de preference choisie en fonction de la 
sequence consensus decrite par KOZAK (M. KOZAK (1978) Cell., 15, 1109-1123). Une sequence intronique, 
par exemple de I'intron de Ta-globine de souris, peut etre ins6r£e en amont de I'ADN recombinant ainsi qu'une 

25 sequence comportant un site de polyadenylation, par exemple une sequence de polyadenylation du SV40, en 
aval du g£ne recombinant La deuxifeme unite d'expression comporte un marqueur de selection, par exemple 
une sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase (enzyme ci-apres abr6g£e DHFR). Le plasmide 
est transfecte dans les cellules animales, par exemple les cellules CHO dhfr (incapables d'exprimer la DHFR). 
Une Iign6e est seiectionnee pour sa resistance au methotrexate : elle a integre dans son genome un nombre 

30 eieve de copies de I'ADN recombinant et exprime ce dernier & un niveau suffisan t 

^invention a egalement trait aux cellules animales contenant, avec les moyens necessaires & son expres- 
sion, cet ADN recombinant Ce dernier peut, par exemple, avoir ete introduit dans les cellules par transfection 
par le vecteur d'expression ct-dessus, par infection au moyen d'un virus ou d'un retro-virus le portent, ou par 
microinjection. Des cellules animales pr£f6r£es sont des cellules CHO, en particulier les cellules CHO dhfr & 

35 partir desquelles tl est possible d'obtenir des lignees hautement productrices en la proteine de I'invention. Les 
cellules COS constituent egalement un h6te avantageux pour I'obtention de cette proteine. 

Llnvention concerne aussi un procede de preparation de la proteine definie precedemment qui comprend 
une etape de culture des cellules animales ci-dessus, suivie de risolement et de la purification de la proteine 
recombinante. 

40 Llnvention se rapporte egalement & la proteine recombinante susceptible d'etre obtenue par un procede 

qui comprend une etape de culture de ces cellules animales, suivie de risolement et de la purification de la 
proteine recombinante. 

La proteine de I'invention est une cytokine possedant une activite chimiotactique vis-a-vis des monocytes, 
cellules qui peuvent inhiber la croissance des tumeurs (B J. Rollins et al, 1991, Molecular and Cellular Biology, 
45 ii.fi, ai?s-aiai) eteiimtner certains parasites tels oue Ulshmanlama|or (S.Stengeretal, 1991, Eur. J.lmmu- 
nol.. 21, 327-33). 

L'invention a done egalement pour objet le medicament, utile notamment en cancerologie et dans le trai- 
tement de certains etats infectieux, au cours desquels les defenses immunitaires sont affaiblies, suite par exem- 
ple £ la presence de certains parasites (par exempte la leishmaniose, la 16 pre ou le shagas), qui contient comma 

50 principe actif la proteine ou le peptide dermis precedemment dans un exciplent pharmaceutiquement accep- 
table. Ceux-ci peuvent etre utilises seuls ou en association avec d'autres agents actifs : par exemple une ou 
plusieurs autres cytokines. 

Llnvention sera mieux comprise a Taide de l*expos6 ci-apres, divis6 en sections, qui comprend des resui- 
tats experimentaux et une discussion de ceux-ci. Certaines de ces sections concernent des experiences effec- 

55 tu6es dans I but de realiser I'invention, d'autres d s exemples de realisation de I'invention donn6s bien sOr 
& titre purement Dlustrattf. 

Une grande partie de I'ensembl des t chniques ci-apres, bien connues de rhomme de I'art, est expos6e 
en detaa dans I' uvrage de Sambrook t al : "M lecular cloning : a Laboratory manual" publie en 1989 par les 
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Editions Cold Spring Harbor Press ft New-York (2£me Edition). 

La description ci-apr&s sera mleux comprises ft Taide des figures 1a, 1b, 2 ft 5, 6a, 6b et 6c. 

La figure 1 a. repr£sente un carte <f assemblag du plasmide pSE1 , plasmide de donage dans E. coli et 
cfexpression dans I s cellules animates, les sites ayant disparu par ligation 6tant notes entre parentheses. Les 
5 symboles utilises dans cette figure seront precises lors de la description de ce plasmide (section 2). 

La figure 1b represent la sequence du fragment synthetique "site liant ft Hlndlir-Hindlll utilise dans 
rassemblage du plasmide pSE 1 . 

La figure 2 repr§sente la sequence nucteotidique de i'ADNc NC28 et en vis-a-vis la sequence d'acides ami- 
nes deduite, les trois Met susceptibles dlnitier la traduction 6 tant soulignes, le site de clivage probable du pep- 
to tide signal etant indiqu6 par un trait vertical et le site potentiel de N-glycosylation etant souligne en pointill6s. 

La figure 3 et la figure 4 represented respectivement ralignement <f apr£s I'homologie maximale selon la 
methode de Needleman et Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453 de la sequence d'acides amines deduite 
de FADNc NC28 (Iigne superieure) et de la sequence d'acides amines deduite de I'ADNc de la cytokine MCP-1 
(ligne inferieure) et Falignement selon cette methode de I'ADNc NC28 (Iigne superieure) et de I'ADNc de la 
15 cytokine MCP-1 (Iigne inferieure). 

La figure 5 reprSsente la sequence du fragment B utilise dans la construction du plasmide pEMR617, veo- 
teur d'expression dans la levure. 

Les figures 6a, 6b et 6c sont relatives aux experiences de mise en Evidence de I'activite chimiotactique. 

La figure 6a repr£sente le nombre de cellules par champ microscopique en fonction de la concentration 
20 exprim£e, en nM pour la proline NC28 purifiee issue de la levure, la proteine NC28 purifiee issue de cellules 
COS, les peptides C13, C16. C20 et fMLP. 

La figure 6b repr£sente le nombre de cellules par champ microcospique en fonction de la concentration 
exprimee en ng/ml pour la proline NC28 purifiee issue de levure et la cytokine MCP-1 purifiee issue des cel- 
lules COS. 

25 La figure 6c repr6sente le nombre de cellules par champ microscopique en fonction de la concentration 

exprimee en ng/ml, pour la proline NC28 purifiee issue de levure, la cytokine IL-8 et le peptide fMLP. 

SECTION 1 : Culture et stimulation ft f aide de PMA et PHA-P des cellules mononucleates du sang 
p£riph6rique. Preparation de TARN messager utilise pour faire la banque d'ADN compl6mentaire 

30 

1) Culture et stimulation des cellules mononucleates du sang p6riph£rique : 

A partir de poches de sang p&riph&rique (pr6lev6es sur trois volontaires sains dans un centre de transfusion 
sanguine), ayant pr6alablement subi une cytaph6r6se et un gradient de Ficoll (Gauchat et al, 1 989, Eur. J. Imm. 
35 19, 1 079) on preiftve une fraction de cellules enrichie en cellules mononucleates du sang peripherique PBMNC 
(peripheral blood mononuclear cells) de composition approximative suivante : 70 % de lymphocytes, 25 % de 
monocytes et 5 % de granulocytes (comptage des cellules ft Caide du compteur de cellules Coulter-Module 
S-PIus IV) 

Les cellules sont recueiilies dans un flacon de 250 ml, puis centrifug6es pendant 10 min ft 37°C. Le sur- 
40 nageant est eiiminft et le culot de cellules est rince avec 50 ml de milieu ft base de glucose, sels min£raux, 
acides amines et vitamines, appeie milieu RPMI (milieu RPM1 1640 de Gibco BRL), puis de nouveau centrifuge 
dans les m§mes conditions. 

Le culot de cellules est alors repris avec 500 ml du milieu RPMI complete avec 10 % de serum de veau 
foetal (Gibco BRL-'f&f. 01 3-06290H), additionn6 de 10 unites de p6nicilHne et de 1 0 jig de streptomydne (solu- 
45 tion de penfcBline/streptomydne de Gibco ref. 043-051 40D) par ml de milieu alnsl que de L-glutamine (Gibco 
BRL-rfef. 043-05030D) jusqu'ft 2mM final. 

Une partie de la suspension cellulaire est r6partie en vue de la separation des cellules adherentes et des 
cellules non adherentes, ft raison cfenviron 100 ml par boTte, dans quatre grandes boTtes de culture carries 
(245 x 245 x 20 mnvNunc - ref. 166508) et incubee pendant 1 h ft 37°C. On salt en effet que la ptupart des 
so cellules monocytaires adherent ft la botte de culture tandis que la plupart des cellules lymphocytaires reslent 
en suspension. 

Les cellules non adherentes sont aspfrees ft I'aide <f une pipette et cultiv6es dans des flacons de culture 
du type Falcon de surface 175 cm 2 en presence de mOieu RPMI complete comme dftcrit cS-dessus, addftionne 
de 10 ng/ml de phorbol myristate-2 acetate-3 (PMA) (Sigma-ref. P8139) et de 5fig/ml de phytoh6maglut*nine 
55 (PHA-P) (Sigma-ref. L8754), ft 37°C en presence de 5 % d C0 2 pendant 24 h. 

Sur les cellules adherentes on rajout 100 ml de milieu RPMI complete comm decrit ci-dessus addKionne 
de 10 ng/m! de PMA et de 5 ng/ml de PHA-P. L s cellules sont incubees ft 37°C en pres nee de 5 % (vAv) de 
CQ 2 pendant 5 h. 
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Le reste de la suspension cellulaire, appete ci-apr6s les cellules total es, est rgparti dans 4 grandes boltes 
de culture carries et incubft en presence d milieu RPMI comp!6t6 comme d6crit ci-dessus, additionn6 de 10 
ng/ml de PMA et 5 ng/ml de PHA-P ft 37°C en presence de 5 % (v/v) de C0 2 pendant 5 h pour les deux premieres 
boltes et 24 h pour les deux autres. 
5 2 h environ avant la fin de I'incubation on ajoute dans le milieu de culture de ces difterentes cellules 1 0^g/ml 

de cycloheximid (Sigma r6f.C6255) (inhibiteur de traduction qui augmente la stability des ARN des cytokines : 
cf. Undsten et al. 1989. Science 244, 339-344) et rincubation est poursuivie pendant 2 h ft 37°C. 

2) Preparation de TARN messager : 

10 

a) Extraction de P ARN messager 

Les cellules sont r6cupftr£es de la fegon suivante : 

- les cellules ad h6rentes sont lav£es 2 fois avec du tampon PBS (Phosphate buffered saline r£f . 041 04040- 
15 Gibco BRL) puis grattees avec un grattoir en caoutchouc et centrifug6es. On obtient ainsi un culot cellulaire, 

appete culot A. 

- pour les cellules non adh£rentes, apr&s agitation du flacon contenant la suspension des cellules, la sus- 
pension cellulaire est pr£lev6e et centrifug£e. On obtient ainsi un culot cellulaire, appete culot cellulaire 
NA 

20 - pour les cellules totales, la fraction adhSrente est Iav6e 2 fois avec du tampon PBS et grattee comme 

pr£c6demment puis centrifug6e. La fraction non adhSrente est centrifug6e. Les deux culots celiulaires 
obtenus seront r§unis par la suite. Leur reunion est appetee culot cellulaire T(5 h) pour les cellules totales 
incubSes pendant 5 h et T(24 h) pour les cellules totales incubges pendant 24 h. 
Les culots celiulaires A, IMA, T(5 h) et T(24 h) sont congetes et conserves ft -80°C. 
25 Chaque culot cellulaire congete est mis en suspension dans le tampon de lyse de composition suivante : 

guanidine- thiocyanate 5M ; Tris-(hydroxym6thyl)-aminom6thane 50mM pH 7,5 EDTA 10mM. La suspension 
est soniquSe ft Paide d'un sonicateur Ultra Turax n° 231 256 (Janke et Kunkel) ft puissance maxrmale pendant 
4 cycles de 20 s. On ajoute du 0-mercapto6thanol jusqu'ft 0,2M et on refait un cycle de sonicatton de 30 s. On 
ajoute du chlorure de lithium jusqu'ft 3M. On refroidit la suspension ft 4°C et on la laisse reposer ft cette tem- 
30 pSrature pendant 48 h. L'ARN est ensuite isote par centrifugatton pendant 60 min. Le culot cfARN est lavft une 
fois avec une solution de chlorure de lithium 3M, recentrifug6 t puis repris dans un tampon de composition sui- 
vante : SDS 1 %. EDTA 5mM et Tris HC1 10mM pH 7,5, additionnft de 1 mg/ml de proteinase K (Boehringer 
Mannheim, GmbH). Aprfts incubation ft 40°C pendant 1 h la solution d'ARN est extraite avec un melange phft- 
nol/chloroforme. On pr6cip*rte ft -20°C PARN contenu dans la phase aqueuse ft Paide d'une solution d'ac6tate 
35 d'ammonium 0,3M final et 2.5 volumes d'ftthanol. On centrifuge 615 000 g pendant 30 min et on garde le culoL 

b) Purification de la fraction poly A + de PARN 

Le culot est repris dans 1 ml de tampon de composition Tris-HCI 10mM pH 7,5 EDTA 1mM, appete tampon 
40 TE et mis en suspension par agitation au vortex. L'oligo dT -cellulose type 3 (commercialism par Collaborative 
Research Inc. Biomedicals Product Division) est prftparft sufvant les recommandations du fabricant L'ARN est 
d6pos6 sur Poligo dT-cellulose, agitft doucement pour mettre en suspension les billes, puis chauff6 pendant 1 
min ft 65°C. 

La suspension est ajustee ft 0,5 M NaCI, puis mise ft agiter doucement pendant 10 min. La suspension 
45 est alors centrifug6e pendant 1 min ft 1000 g, le sumageant est &im!n6, le culot est lavft 2 fois avec 1 ml de 
tampon TE contenant 0,5 M NaCI. Les sumageants sont 6limin6s. L'6lution de la fraction polyad6nytfte des 
ARN (constitute des ARN messagers) est obtenue par suspension des billes dans 1 ml de tampon TE, puis 
chauffage de cette suspension ft 60°C pendant 1 min, suivie d'une agitation pendant 10 min sur plaque bas- 
culante. On centrifuge ensuite pendant 1 min ft 1000 g. ce qui permet de rfecupftrer le sumageant contenant 
so des ARN messagers libres en solution. L'ensemble des operations d-dessus (ft partir de Ptlution) est r6p6tft 
2 fois. Les sumageants ainsi obtenus sont rassemblfts, on ftlimine les billes rftsiduelles par centrifugatton et 
on pr6cipite le sumageant avec 3 volumes cfftthano! et une solution de Nad ft 0 V 3M final. 

On obtient ainsi ft partir des culots celiulaires A, NA. T(5 h) et T(24 h). quatre 6chantfllons cTARN-poly 
A*. nommfts par la suite ARN-poly A*-A, ARN- poly A*-NA; ARN-polyA *-T(5 h) et ARN-poly AM*(24 h). 

55 
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SECTION 2 : Pr6paratl n d'une banqu d'ADN compl6mentaire enrlchie n sequences sp6cffiqu s 
des cellules m n nucleaires du sang p6rtph6rlque 

i) Construction du vecteur d clonage pSE1 : 

La strategic mlse en oeuvre fait appel k des fragments obtenus k partir d plasmldes pr6existants acces- 
sibles au public et a des fragments prepares par vole de synthase selon les techniques maintenant couramment 
utOisees. Les techniques de clonage employees sont celles decrites par T. Maniatis, EF. Fritsch et J. Sambrook 
dans "Molecular Cloning, a Laboratory manual" (Cold Spring Harbor Laboratory. 1984). La synthase des oik 
gonucieotides est r6a)is£e k ('aide d*un synthetiseur d'ADN Biosearch 8700. 

La description cl-apr&s sera mieux comprise en reference k la figure 1.. 

Ce plasmide a ete construit par ligations successives des elements suivants : 

a)- un fragment Pvull-Pvull - symbolise par ♦ • t m » sur la figure 1. - de 2525pb. obtenu par digestion 
complete du plasmide pTZ18R (Pharmacia) k Paide de Tenzyme de restriction PvuIL Ce fragment contient 
rorigine de replication du phage f 1 (notee ORt F1 sur la figure 1J, un gfene (note Amp R sur la figure 1,) 
porta nt la resistance a I'ampicil line et I'origine de replication (not6e ORI pBR322 sur la figure 1 .) permettant 
la replication de ce plasmide dans E. coli. Le premier site franc Pvull disparalt par ligation avec le site franc 
EcoRV (qui disparalt egalement) du fragment decrit en g). 

b>- un fragment Pvull-Hpal - symbolise par m sur la figure 1. - de 1060 pb de I'ADN d'adenovims type 
5 entre les positions 11299 (site de restriction Pvull) et 10239 (site de restriction Hpal) (Dekker et Van 
Ormondt, Gene 27, 1 984, 115-1 20) contenant ('information pour les ARN VA-I et VA-II. Le site franc Hpal 
disparalt par ligation avec le site franc Pvull (qui disparalt egalement) du fragment decrit en c). Le site Apal 
en position 1 1 218 a ete enlev6 par clivage k I'aide de I'enzyme Apal, traitement a I'aide de I'exonuciease : 
ADN polymerase du phage T4 et religation. 

cy un fragment Pvuil-Hindlll - symbolise par //////// sur la figure 1a - de 344 pb, issu de I'ADN du virus 
SV40 obtenu par digestion complete k I'aide des enzymes de restriction Pvull et Hindlll. Ce fragment 
comporte I'origine de replication et le promoteur pr6coce de I'ADN du virus SV40 (r6f. B J. Byrne et al. Proa 
NtL Acad. Sci. USA (1983), 80. 721-725). 

Le site Hindlll disparalt par ligation avec le site liant k Hindlll du fragment decrit en d). 

d) - un fragment synthetique "site liant k Hindlll" - Hindlll - symbolise par 3^3^^ sur la figure 1 a - 
de 419 pb dont la sequence, donnee sur la figure 1 bt contient une sequence proche de la sequence 5' non 
traduite du virus HTLV1 (R. WEISS et al, "Molecular Biology of Tumor Viruses" - part 2-2« ed - 1985 - Cold 
Spring Harbor Laboratory - p. 1057) et Hntron distal du gene de I'a-globine de souris (y. Nishioka et al, 
1979, Cell, 18, 875-882). 

e) - un fragment synthetique Hindlll-"site liant k BamHI" - symbolise par XXXXXXX sur la figure 1. - conte- 
nant le promoteur de I'ARN-polymerase du phage T7 ainsi qu'un polylinker contenant notamment les sites 
de clonage Apal et BamHI 

Apal 

AGCTTGTCGACTAATACGACTC^CrATAGGGCGGCCGCGGGCCCCT 
ACAGGTGATTATGCIX3AGTX3 
Hindlll BamHI site liant a BamHI 

G(^GGAATTCG?5ATCCCCCGGGTGACTGACT T 
CGTCCTTAAGCCTAGGGGGCCCACTGACTGACTAG 



0- un fragment BamHl-Bdl de 240 pb - repr£sent6 par sur la figure 1. petit fragment obtenu par 

d igestion complete k I'aide des enzymes Bell et BamHI de I'ADN du virus SV40 qui contient le site de polya- 
denyiaUon tardif de ce dernier. (M. Fitzgerald et al. Cell, 24, 1981. 251-260). Les sites BamHI et Bell dis- 
paraissentparligati nsav crespect'iv ment le "site liant k BamHI" du fragment decrit ne) tlesiteBamHI 
(qui disparalt egal ment) du fragment decrit en g). 

gy un fragment BamHI-EcoRV - symbolise par OOOOOO sur la figure 1.- de 190 pb, petit fragm nt issu 
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du plasmide pBR322 aprfcs digestion complete & I'akfe des enzymes EcoRV et BamHL 
Le plasmide pS E 1 comporte done les elements necessa ires pour son utilisation oomme vecteur de clonage 
dans E. coli (origine de replicati n dans E.co!i et gene de resistance & I'ampicOline, provenant du plasmide 
pTZ18R) ainsi que comme vecteur <f xpression dans les cellules anlmales (promoteur, intron, site de 
polyadenylation, origine de replication du vims SV40), et pour sa copi en simple brin dans un but de 
s£quencage (origine de replication du phage f 1 ). 

2) Constitution <Tune banque <fADN compiementaire enrichie en sequences sp6cffiques des cellules mono- 
nucleates du sang peripherique : 

La technique de clonage utffisee est celle decrite par Caput et al, (technique de I'amorce-adaptateur (Pri- 
mer-adapter) : Caput et al, Proc. Natl. Acad. ScL (U.S.A.). 1986, 83, 1670-1674). 

Elle consiste (Tune part & dig6rer le vecteur pSE1 par Apal, ajouter une queue de polydC sur I'extremite 
3' protuberante, puis h dig6rer les plasmides ainsi obtenus par I'endonuctease BamHL Le fragment correspon- 
dant au vecteur est purifi6 sur colonne de S6pharose CL4B (Pharmacia). II comprend done une queue polydC 
a une extr6mit6, I'autre extremite etant cohesive, du type BamHL 

D'autre part, les ARN polyA* obtenus & Tissue de la section 1 sont soumis & la transcription inverse d partir 
d'une amorce dont la sequence est la suivante : 



Ainsi, les ADNc prSsentent & leur extremite 5' la sequence GATCC compiementaire de I'extremite cohesive 
BamHL 

Les hybrides ARN-ADN obtenus par action de la transcriptase inverse sont soumis £ une hydrolyse alcaline 
qui permet de se debarrasser de TARN. Les ADNc simple brin sont alors soumis & un traitement d la terminale 
transferase, de facon k ajouter des polydG en 3' et purifies par 2 cycles sur colonne de sepharose CL4B. 

Ces ADNc sont hybrides avec de I'ARN-polyA* provenant de cellules de la Iign6e COS3 (Hgn6e de cellules 
de reins de singe exprimant rantig6ne T du virus SV40 : cf. Y. Gluzman, 1981, Cell, 23, 175-182 pr6par6es 
comme d6crit dans la Section 1.2). 

Les ADNc non hybrides sont isoies (fraction enrichie en ADN compiementaire aux ARN messagers sp6- 
cifiques des cellules mononucieaires du sang peripherique). 

Ces ADNc sont inserts sous forme simple brin dans le vecteur pSE1. Un second oligonucleotide (I'adap- 
tateur) compiementaire de I'amorce est n6ce ssaire pour g6 nerer un site Bam HI d I'extremite 5' des ADNc. Apres 
hybridation du vecteur, de I'ADNc et de I'adaptateur, les molecules recombinantes sont circularisees par faction 
de la ligase du phage T4. Les regions simple brin sont alors reparees grace & r ADN polymerase du phage T4. 
Le pool de plasmides ainsi obtenu sert & transformer la souche E. coli MC 1061 (Casabadan et S. Cohen, J. 
BacL (1980) 143, 971-980) par eiectroporation. 

Protocole de preparation de la banque d'ADN compiementaire 

a) Preparation de TADN compiementaire 

A partir de 5 \ig des ARN-poly A* de cellules mononucieaires de sang peripherique obtenus k Tissue de 
la section 1 de composition suivante : ARN-poly A* A : 0.5 |ig, ARN-poly A* NA: 2 ng, ARN-poly A* T(5 h): 2 
ng et ARN-poly A* T(24 h) : 0,5 ng. on prepare 1'ADN compiementaire simple-brin marque au 32 P-dCTP (T ADN 
compiementaire obtenu pr6sente une activite specifique de 3000 dpm/ng) avec ramorce synthetique de 
sequence suivante (comprenant un site BamHI) : 



dans un volume de 100|il. Aprfcs 30 mln <f incubation 6 46°C avec 100 unites de I'enzyme transcriptase inverse 
(Genofit-E1 022) on ajoute 4jil tfEDTA 0.5M. On extrait une premiere fois avec du phenol (satur6 en tampon 
TE) puis une seconde fois avec du chlorofonme. On ajoute 10 pg (TARN de transfert de foie de veau. 1/10eme 
de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 2,5 volumes methanol pour pr6cipiter I'ADN compie- 
mentaire. On centrifug , on dissout le cul t dans 30nl de tampon TE puis on r tire les petites moiecul s telles 
que sels, phenol et chl roforme par chromatographi d'exdusion sur une colonn de polyacrylamide P10 (Bio- 
gel P10-200~400mesh, ref. 1501050-Biorad). 



5' GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT 3' 
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b) Hydrotyse alcaline de la matrlce ARN 

On ajoute 4.6pl <fune solution de NaOH 2N 9 on incube pendant 30 min A 68°C V puis on ajoute 4,6pl <f acide 
antique 2N et on fait passer la solution obtenue sur une colonne de polyacrylamide P10. 

5 

c) Addition homopolymerique de dG 

On allonge l*ADN complementaire en 3' avec une "queue" de dG avec 66 unites de I'enzyme terminate 
transferase (Pharmacia 27073001). On Incube pendant 30 min & 37°C, puis on ajoute 4 pi d'EDTA 0.5M. 

to 

d) Purification sur colonne de sepharose CL4B 

Afin d'eliminerTamorce synthetique, on purifie TADN complementaire sur deux coionnes success ives de 
1 ml de sepharose CL4B (Pharmacia), equilibrees avec une solution NaOH 30mM/EDTA 2mM. 
15 Les tools premieres fractions radioactives (d'environ 80pl chacune) sont regroup6es et pr6cipitees avec 

1/1 Oeme de volume (Tune solution d'acetate d'ammonium et 2,5 volumes d'ethanol. La quantit6 d'ADN comple- 
mentaire est de 1 pg. 

e) Hybridation 

20 

Le culot d'ADN complementaire est mis en suspension dans 25 pi de tampon TE, on ajoute 15pg d'ARN- 
poiyA* extrait de cellules de la lignee COS, puis 1/10eme de volume d'une solution de NaCI 3M, 2,5 volumes 
d'ethanol et on laisse precipiter & -20°C. 

On centrifuge, on lave & Tethanol 70 %, on seche, on dissout le culot dans 5 pi de tampon de composition 
25 suivante : Tris-HCI 0.1M pH 7,5 ; NaCI 0.3M, EDTA 1mM, on met la solution obtenue dans un tube capillaire 
que Ton scelle, puis on incube & 65°C pendant 40 h. 

On dilue le contenu du capillaire dans 100pl de tampon TE auquet on ajoute 300pl de tampon phosphate 
de sodium 50mM pH6,8. On fait passer la solution obtenue sur une colonne d'hydroxyapatite (Biorad ref. 
130.0520) & 60°C, equilibree avec ce tampon phosphate. On separe le simple brin (I'ADN complementaire non- 
30 hybride) et le double brin (ARN messager de COS hybrids d I'ADN complementaire) par un gradient de tampon 
phosphate de 0,1 M & 0,2M a travers la colonne d'hydroxyapatite. On regroupe les fractions correspondent a 
TADN complementaire simple brin (25 % en poids de TADNc elue, ce qui correspond a un enrichissement 
cfenviron 4 fois en sequences specifiques de cellules mononucleates du sang peripherique), on ajoute 20 pg 
d'ARN de transfers on precipite le volume total avec 1/1 Oeme de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 
35 10M et 2,5 volumes d'ethanol. On centrifuge, le culot est dissout dans 200 pi de TE, on retire le phosphate 
residue! sur polyacrylamide P10, on precipite de nouveau avec .1/1 0*"* de volume d'une solution (facetate 
d'ammonium 10M et 2,5 volumes d'ethanol. 

Le culot est dissous dans 30 p! d'une solution de NaOH 30mM ; EDTA 2mM. On charge I'ADN comple- 
mentaire sur une colonne de sepharose CL4B (Pharmacia) de 1 ml, equilibree avec une solution de NaOH 
<c 30mM ; EDTA 2mM, afin d'eliminer le reste (famorce synthetique. On regroupe les 3 premieres fractions 
radioactives d'environ 80 pi chacune. On precipite TADNc contenu dans ces fractions avec 1/1 0*"* de volume 
d'une solution d'acetate d'ammonium 10 M et 2,5 volume d'ethanol. La quantite d'ADN complementaire ainsi 
recuperee est de 20 ng. 

45 f) Apparlement du vecteur de clonage pSE1 et de I'ADN complementaire en presence de I'adaptateur 

On centrifuge, le culot est dissous dans 33 pi de tampon TE, on ajoute 5 pi (125 ng) de vecteur de clonage 
pSE1, 1 pi (120 ng) de I'adaptateur de sequence suivante (comprenant un site Apal) : 

w 5' AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3* 

10pl d'une solution de NaCI 200mM, on incube 5 min k 65°C puis on laisse refiroidir le melange reactionnet 
jusqu'd temperature ambiante. 

55 g) Ligation 

On ligue le vecteur de clonage et TADNc simple brin dans un volume de 1 0OpI av c 32,5 unites d Tenzyme 
ADN ligase du phag T4 (Pharmacia ref: 270 87002) pendant une nuit a 15°C. 
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h) Synthase du deuxiftme brin d PADNc 

On eiimine les prolines par extraction au phenol suivie cfune extraction au chioruforme, puis on ajoute 
1/1 0*™ de volume <fune solution d'acetate d'ammonium 1 0 mM, puis 2,5 volumes d'ftthanot. On centrifuge, I 

5 culot st dissous dans le tampon de composition Tris acetate pH 7,9, 33 mM, acetate de potassium 62,5 mM, 
acetate de magnesium 1 mM etdithiothreitol (OTT) 1 mM. Le deuxiftme brin <f ADN compl6mentaire est synthft- 
tise dans un volume de 30jil avec 30 unites de I'enzyme ADN polymerase du phag T4 (Pha rmacia : rftf. 27- 
0718) et un melange des quatre deoxynucieotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP et dTTP, ainsl que deux 
unites de la proline du g£ne 32 du phage T4 (Pharmacia: r£f. 27-0213), pendant 1 h ft 37°C. On extra ft au 

10 ph6nd et on retire les traces de phenol par une colonne de polyacrylamide P10 (Biogel P 10-200-400 mesh- 
Rftf 15011050- Biorad). 

i) Transformation par ftlectroporation 

is On transforme des cellules E. coli MC1 061 (Clontech) avec I'ADN recombinant obtenu prftcedemment par 

ftlectroporation ft Taide de I'appareil Biorad Gene Pulser (Biorad) utilise ft 2,5 kV dans les conditions preserves 
par le fabricant, puis on fait pousser les bacteries pendant 6 h 30 dans du milieu dit milieu LB (Sambrook, op 
cite) de composition : bactotryptone 10 g/l ; extrait de levure 5 g/l ; NaC1 10 g/l, additionnft de 100 jig/ml d'ampt- 
cilline. 

20 On determine le nombre de clones indftpendants en ft talant une dilution au 1/1 000*"* de la transformation 

avant I'amplification sur une bolte de milieu LB additionnft de 1,5 % d'agar (p/v) et de 100 ng/ml d'ampicilline, 
appelft par la suite mPieu LB gftlosft. Le nombre de clones indftpendants est de 500 000. 

SECTION 3 : Criblage de la banque d'ADN complftmentalre soustralte et selection du clone NC28 

25 

1) Realisation des rftpliques des colonies bactftriennes de la banque d'ADNc sur filtre de nylon : 

On distribue environ 40 000 bacteries recombinantes de la banque d'ADNc sur des boites de Petri de (245 
x 245) mm contenant du milieu LB gftlosft (environ 2000 colonies/bolte). 
30 A partir de chacune de ces boites, on realise un transfert des colonies sur une membrane de nylon (Hybond 

N-Amersham) par dftp6t de la membrane sur la surface de la bolte et mise de repftres par per$age de la mem- 
brane ft raide d'une aiguille. La membrane est ensuite retiree et dftposfte sur la surface d'une nouvelle botte 
de Petri contenant du milieu LB gftlosft. On laisse pendant quelques heures ft 37°C pour obtenir la repousse 
des colonies. A partir de cette premiere membrane on realise deux r&pliques sur de nouvelies membranes 

35 (pr6al ablement dftposftes sur du milieu LB gftlosft pour les humidifier) par contacts successifs avec la premiftre 
membrane. Les rftpliques sur membrane obtenues sont finalement dftposftes sur des boites de milieu LB gftlosft 
et mises ft incuber pendant une nurt ft 30°C. 

Les rftpliques sur membrane sont dftposftes avec les colonies vers le haut, sur une feullle de Whatman 
3MM saturfte avec une solution de composition: NaOH 0.5M; NaC1 1 ,5M f pendant 5 min, ce qui permet de lyser 

40 les bacteries et de fixer I'ADN. Les rftpliques sur membrane sont ensuite posftes sur une deuxi&me feullle de 
Whatman 3MM ,satur£e cette fois avec une solution neutral tsante de composition: NaCI 1.5M ; Tris-HC« pH8 
0, 5M, pendant 5 min. Les rftpliques sur membrane sont ensuite plongftes dans une solution de 2 x SSC (compo- 
sition de la solution SSC: Nad 0.15M ; citrate de sodium 0.01 5M) et les debris bacteriens sont partiellement 
eiimines en frottant dou cement ft t'alde <fouate de nettoyage. . L 

45 On traite ensuite les rftpliques sur membrane avec de la proteinase K (Boehrihger Mannheim GmbH) ft 

100 ng/ml dans une solution de composition: Tris~HCi 10mM pH8; EDTA 10mM; Naq 50mM; SDS 0,1 % ft 
ratson de 20 ml par membrane. On incube pendant30 min ft 37°C avec agitation. Les rftpliques sur membrane 
sont de nouveau plongftes dans une solution de 2 x SSC pour fttiminer dftfinitivement toute trace de debris 
bacteriens. Elles sont finalement mises ft sftcher sur du papier filtre pendant quelques minutes puis pendant 

so 30 min sous vide ft + 80°C. On obtient ainsl, pour chaque bolte, deux rftpliques sur membrane, appelftes par 
la suite rftplique 1 et rftplique 2. 

2) Preparation de I'ARN utilise pour la fabrication des sondes ADNc : 

55 a) Cultur t stimulation d la lignfte monocytaire U937 

Laligne monocytair U937ATCC 1593 est cultive dans du mili u RPMI complete avec 10 % d s6rum 
de veau foetal (Gibco BRL-ref. 01 3-06290H). addltionne de 10 unites de p6nicBlin t d 1 0ng de streptomycine 
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par irt ainsi que de 2 mM final de L-glutamine. Pour I'activation de ces cellules, on les met dans le miieu RPMI 
additiowte de penicilline, streptomyclne et de L-glutamine et de 20 ng/ml de phorbol myrfetate-2 acetate-3 
(PMA) (Sigma-r6f. P8139) pendant 24 h. Les cellules ainsi acthtees sont grattees et centrifug6es. Le culot cel- 
lulaire obtenu est appete culot cellulaire U937P. 
5 La moitte des cellules est Induite de surcroit avec du cycl heximide (10jig/ml) pendant les deux demteres 

heures de culture. Cet inhibiteur de la synthase proteique rend plus stables les ARN messagers instables (d nt 
les cytokines) (cf. T. Undsten etal., 1989. Science, 244. 339-343). Les cellules ainsi acthtees sont gratifies et 
centrifuges. Le culot cellulaire obtenu est appete culot cellulaire U937PC. 

10 b) Preparation de I'ARN poly A* 

A partir des culots cellulaires U937P et U937PC, PARN est extra'rt et la fraction poiyA* est purifiee comme 
d6crit dans la section 1-2) a) et b). On obtient ainsi deux fractions ARN-polyA*. appetees respectivement frac- 
tion polyAM et fraction polyA*2. 

ts 

3) Preparation des sondes ADNc radiomarqu6es : 

Les sondes ADNc radiomarquees. appetees respectivement sonde 1 et sonde 2 sont synth6tis£es £ partir 
des deux fractions ARN-polyA* ci-dessus. pr6par6es comme d6crit ci-apr&s. 

20 1 jig d*ARN polyA* est hybride avec 200 ng d'oligo dT 12 -is (Pharmacia) dans 2 & 3 pi de tampon de compo- 

sition Tris HQ. pH 7.5. 60 mM et EDTA 1 mM par incubation pendant 2 min £ 65°C et refiroidissement jusqu'* 
temperature ambiante. La synthase de I'ADNc radiomarque est r£alis6e dans un volume rfiactlonnel de 10 pi 
en tampon de composition: Tris-HCI 50mM pH8,3; MgCI 2 5mM; dithiotreitol 10mM, contenant 50pM de dATP 
dGTP et dTTP, 10 pM de dCTP et 150 pCi de dCTP a32P (3000 Ci/ mmol Amersham) et 40 unites de RNasine 

25 (inhibiteur de RNAse-Genofit). La reaction s'effectue & 46°C pendant 30 min en presence de 10 a 20 unites 
de transcriptase inverse (Genofit). Cette synthese est suivie de I'hydrolyse alcaline de TARN par une solution 
de NaOH 0.3M dans un volume final de 20pl pendant 30 min a 65°C. On neutralise par ajout d'acide acetique 
3M. On ajuste le volume a 50 pi avec du milieu TE. On fait une extraction avec un meme volume de phenol 
suivie d'une deuxifeme extraction avec un mlme volume d'un melange chloroforme/ isoamylalcool (dans les 

30 proportions respectives 24/1). On 6limine le dCTP a32P non incorpore lors de la synthase du brin ADNc par 
chromatographie d'exclusion sur une colonne de polyacrylamide P10 (Biogel-200-400 mesh-Biorad). 
La quantite d'ADNc est de 60 & 100 ng possedant une activite specrfique de 1 x lO^pm/pg. 

4) Hybridation des r6pliques des colonies bacteriennes avec les sondes ADNc: 

35 

Les repliques sur membrane sont prehybridees pendant 2 h a 42°C dans un tampon de composition: 50 
% formamide ; 6 x SSC; 5 x solution de Denhardt ; 0,1 % SDS et 100 pg/ml d'ADN de sperme de saumon Soni- 
que, rajoute apres denaturation pendant 10 min & 100°C. Les repliques sur membrane sont hybrid6es pendant 
deux jours : la reptique 1 avec la sonde 1 et la r6plique 2 avec la sonde 2. ces sondes etant utilisees a une 
^ concentration de 4 ng/ml dans le tampon ci-dessus. La 5 x solution de Denhardt (cf. Sambrook, op. cite) a la 
omposition : Ficoll (type 400-Pharmacia) 1 g/l. polyvinylpyrrolidone 1 g/l et la serumalbumine bovine (BSA) 1 
g/L 

Les pr6hybridatk>n et hybridation s'effectuent en tubes dans un four & hybrider (Hybaid) avec respective- 
ment 25 ml et 10 ml de tampon par membrane. 
45 Ensuite les repliques sur membrane sont successlvement lavees plusleurs fob pendant 15 min & 20°C 

dans le tampon de composition 2 x SSC; 0.1 % SDS. puis deux fois pendant 15 min dans une solution 0,1 x 
SSC. 0,1 % SDS a 55°C, sechees sur papier Whatman 3MM et autoradiographiees sur films Kodak XAR5. 

5) Hybridation avec un melange d'oligonud6otides correspondant & la plupart des cytokines connues : 

50 

Pour identifier les clones qui contiennent les ADN comptementaires aux ARN messagers des cytokines 
connues, une autre s6rie de repliques sur membrane, prepares comme d6crit ci-dessus. est hybridee avec 
un melange - appete melange C - de 28 oligonucleotides comportant chacun 20 nucleotides, correspondant 
aux ADN comptementaires des cytokines suivantes: lnterleukine-1 a(Furutani Y. et al. 1985, Nucl. Ac. Res., 
ss 13. 5869-5882). lnterieukine-1 p(Auron P. et al, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7907-791 1), Interleuki- 
ne-2 (Degrave W. et al, 1983, EMBO J.. 2, 3249-3253), lnterleukine-3 (Yang Y.C. et al. 1986. 47, 3-10), Int rleu- 
kine-4(YokotoT. t al, 1986. Proc. Nil. Acad. Sci.. 83. 5894-5898). Intert ukine-5 (Hiran T. tal, 1986,Natur . 
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324. 73-75), Interleukine- 6 (May L. t al, 1986. Proc. Natl. Acad, Scl. USA, 83, 8957-8961), lnterleukine-7 
(Namen A et al, 1988, Nature, 333, 571-573), lnterieukine-8 (Matsushima K. et a), 1988, J. Exp. Med., 167, 
1883-1893), lnterieukine-9(Yang Y.C.etal, 1989, Blood, 74.1880-1884), TNFa(PennfcaD.etal, 1984. Nature, 
312. 724-729). TNF0 (Gray P. et al. 1984. Nature, 312, 721-724), G-CSF (Nagata S. et al, 1986, 319, 415-418), 

s M-CSF (Kawasaki E. t al, 1985. Science, 230. 291-296), GM-CSF (Wong G. et al. 1985. Science, 228, 810- 
815), LIF (Grough N. et al, 1988, Proa Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2623-2627). Interferon a (Goeddel D. et al, 
1981, Nature. 290. 20-26). Interferon 01 (Taniguchi T. et al. 1980. Gene. 10. 11-15). Interferon y (Gray P. et 
al. 1982, Nature. 295, 503-508), TGFa(Derynck R. et al, 1984, Cell, 38, 287-297), TGF01 (Derynck R. et al, 
1985, Nature, 316, 701-705), bFGF (Prats H. et al. 1989. Proa Natl. Acad. Sci. USA. 86. 1836-1840). Erythro- 

io pontine (Jacobs K. et al. 1985, Nature. 313, 806-810), BCGF (Sharma S. et al, 1987, Science. 235. 1489-1492), 
MIF (Weiser W. et al. 1 989. Proa Natl. Acad. Sci USA, 86. 7522-7526). MCP-1 (Yoshimura T. et al. FEBS Lett. 
244. 487-493). Oncostatine-M (Malik N. et al. 1989. Mol. Cell. Biol.. 9. 2847-2853) et EDF (Murata M. et al. 
1988. Proa Natl. Acad. Sci. USA. 85. 2434-2438). 

Ces oligonucleotides. fabriqu6s k Paide du synthetiseur d'ADN Biosearch 8700. sont coupfes avec de la 

is peroxydase de raifort EC 1.1 1.17 (Boehringer Mannheim-R6f. 814-407) selon le protocole suivant : 

- on fait r6agir sur la colon ne de synthase les oligonucleotides avec du carbonyl-diimidazole (Aldrich - 1 1. 
553-3) et du diamino-1,6-hexane (Aldrich - H1.169-6) selon la methode de Wachter et al. 1986. Nud. Aa 
Res., 14, 7985-7994. 

- aprfes d£protection des bases et clivage du support par traitement ammoniacai les o!igonud6otides sont 
20 purifies sur une r£sine <T6change d'ions (Quiagen - Diagen-500051) avec changement du contre-ion 

ammonium en ion lithium. 

- les 5'-amino-oIigonucfeotides sont coupfes k la peroxydase de raifort (Boehringer Mannheim-814407) 
selon la methode de M. Urdea et al, Nud. Aa Res., 1988, 16, 4937-4956. 

Le melange d'oligo nucleotides s'hybride avec environ 10 % des dones de la banque. 
25 Les dones donnant un signal autoradjog ra phique plus fort avec la sonde 2 qu'avec la sonde 1 , et ne s'hybri- 

dant pas avec le melange C ont 6fe partiellement sequences comme decrit dans la section 4 d-apr&s. Un de 
ces dones, appefe done A dans la demande de brevet FR 90 14 961 et d6sign6 par clone NC28 dans la pr6- 
sente demande, a 6t6 retenu. 

30 SECTION 4 : S6quencage et analyse de la sequence de I'ADNc du clone NC28 : 

1) S£quencage de I'ADNc du clone NC28 : 
a) preparation de i'ADN simple brin 

35 

Le done NC28 contient le vecteur pSE1, lequel porte un ADNc entre les sites Apal et BamHI, appe!6 par 
la suite ADNc NC28. 

Le vecteur pSE1 , qui contient I'origine de replication du phage f 1 permet de produire de TADN simple brin 
par culture du done NC28 en presence du bacteriophage M13K07 (Pharmacia- r§f: 27-1524) de la manure 
40 suivante : 

Le done NC28 est cultiv6, dans un tube de 15 ml, sous agitation k 37°C dans 2 ml de milieu 2 x YT de 
composition : bactotryptone 16 g/l, extrait de levure 10 g/l Nad 5 g/1 (decrit dans Sambrook et al, op cite), 
complements avec 0,001 % de thiamine et 100 ug/ml d'ampiciline jusqu'd une density optique k 660 nm d*envS- 
ron 0,60. 

45 - 100 ul de cette culture sont infect£s avec du bacteriophage M13K07 (Pharmada- ref: 27-1524) k une 

multiplidte d'infection de rordre de 10 dans un tube de 15 ml. La culture est mise k agiter k 37°C. 

- Au bout de 1 h, 2 ml de milieu sont ajoutes. La culture est alors mise k incuber pendant environ 16 h k 
37°C sous agitation. 

- 1,5 ml de la culture est centrifuge, dans un micro tube, 6 15 000 g pendant 2 min. 

so — 1 ml de sumageant est transfers dans un microtube et additionn6 de 250 ul d'une solution de polyethylene 

glycol (de masse moieculaire 6000) 20 % contenant 2, 5M de Nad. Le melange est incube pendant 5 min 
k 4°C pour faciliter la precipitation du phage puis centrifuge pendant 5 min 6 15 000 g. Le sumageant est 
eiimine et le culot phagique est remis en suspension dans 500 pi de tampon de composition Tris-HC1 1 0mM 
pH8, EDTAImM. 

55 - La suspension est xtratte une f is au phenol sature avec du Tris-HCI 100mM pH8, puis deux f is au 

chloroforme. 

- La preparation est ensuite predpitee par adj nction d 1/10 d volume d'un solution d'acetate d 
sodium 3M pH4,8 1 2,5 v lumes d'ethanol. La predpitation est realisee k -20°C pendant un minimum de 
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20 min. L'ADN est centrifuge pendant 10 min k 15 000 g f le culot est Iav6 avec une solution <rethanol k 
70 % puis remis en suspension dans 30 pi de tampon de composition: Tris-HCI 10mM pH8, EDTA 1 mM. 

b) s6quen$age 

Les reactions de sequen$age sont r6alisees k I'aide du kit de s6quenpage United States Biochemical (r6f: 
70770), qui utaise Ka method de Sanger et at . Proc Ntl. Acad. Sci. USA. 1977, 14. 5463-5467. Les am wees 
utiis6es sont des oligonucleotides de 18 nucleotides, compiementaires soit au vecteur pSE1 dans la region 
Biimediatement en 5' de FADNc NC28, soit k la sequence de I'ADNc NC28. 

2) Analyse de la sequence de I'ADNc NC28 : 

La description d-apr£s sera mieux comprise k I'aide des figures 2. 3 et 4. 

La figure 2 represente la sequence nucieotidique de I'ADNc NC28 et en vis-d-vis la sequence decides ami- 
nes deduite. les trois Met susceptibles dlnitier la traduction etant soulignes, le site de N-glycosytation etant 
sduligne en pointffles et le site de divage probable du peptide signal etant indiqu6 par une fieche verticale. 

La figure 3 et la figure 4 represented respectivement Palignement d'apres I'homologie maximale selon la 
methode de Needleman et Wunsch, 1970. J. Mol. Biol.. 48, 443^53 de la sequence d'addes amines deduite 
de I'ADNc NC28 (ligne superieure) et de la sequence d'addes amines deduite de I'ADNc de la cytokine MCP-1 
(ligne inf6rieure) et I'alignement selon cette methode de I'ADNc NC28 (ligne superieure) et de I'ADNc de la 
cytokine MCP-1 (ligne inferieure). 

Analyse de la sequence de I'ADNc NC28 

(1) L'ADNc NC28 comporte 804 nucleotides et se termine par une sequence poly-A. 

(2) Ce nombre de nucleotides est en accord avec la taille de TARN messager correspondant (environ 0,8 
kb), mesur6e par eiectrophorese sur gel d'agarose 1 % en presence de formaldehyde (Sambrook. op cite), 
suivie d'un transfert sur membrane de nylon (Hybond N+- Amersham) et hybridation selon le protocole 
decrit d-aprfcs. 

Cette membrane est hybridee avec une sonde radiomarquee avec du M P-dCTP (Amersham) fabriquee k 
partir de I'ADNc NC28 par coupure partielle de ce dernier & I'aide de la DNAse I, suivie d'une polymerisation 
k I'aide de I'enzyme ADN polymerase I (technique dite de "nick-translation"), comme decrit par Sambrook et 
al, op cite. L'hybridation se fait k 42°C pendant 16 h en milieu aqueux contenant 50 % de formamide, 1M de 
NaCI, une solution de 5 x Denhardt et 0.1 % de SDS. Les membranes sont Iav6es plusieurs fois k temperature 
ambiante avec une solution 2 x SSC contenant 0.1 % de SDS. puis Iav6es deux fois k 50°C pendant 15 min 
avec une solution 0.1 x SSC contenant 0,1 % de SDS. La solution de 5 x Denhardt a la composition suivante: 
Ficoll (type 400 - Pharmacia) 1 g/l, polyvinylpyrrolidone 1 g/l et BSA 1 g/l. La solution 1 x SSC contient 0.15M 
de NaCI et 0.01 5M de citrate de sodium. 

(3) A la position 787-792 la sequence CATAAA . qui ressemble k la sequence consensus AATAAA decrite 
par M. Birnstiel et al, 1985, Cell, 41, 349, est probablement un signal de polyad6nylation. Ala position 534- 
554, une region riche en A et T: TTATTAATATTTTAATTTAAT contient le motif consensus d'instabilite 
ATTTA decrit par G. Shaw et al. 1986. Cell. 46, 659-667. La plupart des cytokines connues possedent une 
telle region riche en A et T, qui contient ce motif consensus dlnstabBite. 

(4) La sequence d'ADN comporte une phase de lecture ouverte pour la traduction d'une proteine & partir 
de I'ATG en position 41-43 jusqu'au TGA k la position 368-370 qui correspond k un codon (Tarrfet de la 
traduction. Dans cette phase de lecture flya bob codons ATG aux positions 41-43. 53-55 et 71-73. sus- 
ceptibles dlnitier la traduction. Parmi ceux-ci, renvironnement nucieotidique de I'ATG aux positions 71-73 
est celui qui se rapproche le plus de la sequence consensus decrite par Kozak M., 1978, Cell, 15. 1109- 
1 123. pour I'inftiation de la traduction dans les cellules eucaryotes 

(5) Un loglciel de recherche de peptide signal, appeie parla suite logiclel PS, a et6 d6velopp6 par la Deman- 
deresse d'apres la methode et les Informations decrites par Von Heljne, 1986, Nud. Ac. Res. 14. 483-490. 
Ce loglciel prevoK dans cette phase de lecture une region hydrophobe ressemblant k un peptide signal et 
un site probable de clivage proteique k la position 139-140 (entre Ala et Gin). Le peptide signal pr6vu est 
compris entre Pune des trois Met susceptibles dlnitier la traduction et ce site de clivage. La proteine mature 
(proteine traduR div£e de son peptide signal) comprend done 76 acides amines (cf. figure 2) 

(6) La sequence d'addes amines de la proteine deduite de I'ADNc NC28 et celle de I'ADNc NC28 ont et6 
compares respectiv ment k la sequ nee de la protein deduite de I'ADNc d la cytokin MCP-1, et k la 
sequence de I'ADNc de la cytokine MCP-1 , k I'aide d'un logidel approprie, k savoir le logiciel UWGCG d 
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r University du Wisconsin : Devereux et ah, 1 984, Nucl. Ac Res., 12, 871 1-8721 - Option GAP : alignement 
optimal des sequences d*apr£s la methode de Needleman et Wunsch, 1970 J. MoL Biol., 48, 443-453. Cette 
comparaison a montr6 environ 74 % dldentite entre la sequence cTacides amines de la proteine deduite 
de I'ADNc NC28 et cell de la cytokine MCP-1 (73 acides amines identiques sur les 99 acldes amines) et 
5 environ 79 % d'identite entre la partie de I'ADNc NC28 codant pour la proline deduite et I'ADNc d la cyto- 

kine MCP-1 (235 nucleotides identiques sur les 297 nucleotides). 

Le site de clivage pr6dit par le logiciel PS, & la position 139-140 (entre Ala et Gin) correspond & celul cons- 
tate experimentalement pour la cytokine MCP-1 par E. Robinson et at, 1989, Proc. Nil. Acad. ScL USA, 86, 
1850-1854. L'ATG en position 71-73 de FADNc NC28 correspond & TATG inttiateur de la traduction de la cyto- 
10 kine MCP-1 

L*homologie entre la sequence d'acfdes amines de la proteine traduite de I'ADNc NC28 et cede de la cyto- 
kine MCP-1 indique que la proteine traduite de I'ADNc NC28 est une proteine s6cr6t6e, de type cytokine. 

SECTION 5 ; Analyse de la secretion dans les cellules COS de la proteine codee par I'ADNc NC28 

15 

Les cellules COS sont des cellules de reins de singe exprimant I'antigene T du virus SV40 (Gluzman, Y. 
Cell 23, 1981, 175-182). Ces cellules, qui permettent la replication des vecteurs contenant I'origine de repli- 
cation de i'ADN du virus SV40 (cas du vecteur pSE1), constituent des h6tes de choix pour retude.de {'expres- 
sion de genes dans les cellules animates. 

20 

1) Transfection des cellules COS et expression transitoire de la proteine codee par I'ADNc NC28: 

5 x 10 5 cellules COS sont ensemencees dans une bolte de Petri de 6 cm de diamfetre (Coming) dans 5 ml 
de milieu modffi6 d'Eagle selon Dulbecco ci-apres appeie DMEM (le Dulbecco's Modified Eagle's medium de 

25 Gibco ref.041-01965), lequel contient 0,6 g/l glutamine, 3,7 g/l NaHC0 3 et est complements avec du serum de 
veau foetal (Gibco) & raison de 5 %. Aprfes environ 16 h de culture & 37°C dans une atmosphere contenant 5 
% de dioxyde de carbone, le milieu de culture est enleve par aspiration et les cellules sont lavees avec 3 ml 
de tampon PBS (le Phosphate Buffered Saline de GIBCO). On y ajoute alors le melange suivanfc 1000 |il de 
(DMEM + 10 % serum de veau foetal (Gibco)), 110 pi de diethylamino-ethyl-dextrane de poids moieculaire 

30 moyen 500 000, & une concentration de 2 mg/ml (pharmacia), 1,1 pi de chloroquine 100mM (Sigma) et 6 pg 
d'ADN plasmidique du clone NC28, prepare selon la technique de lyse alcaline suivie de la purification de rADN 
plasmidique sur un gradient de chtorure de cesium (Sambrook et at, op cite). Apr£s 5 h <f incubation & 37°C 
dans une atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone, le melange est retire des cellules. On y ajoute 
alors 2 ml de tampon PBS contenant 10 % de dimethyl sulfoxyde (qualite Spectroscopic, Merck). Apres 1 min 

35 d'incubation e la temperature ambiante, le melange est retire et les cellules sont lavees deux fois avec du PBS 
et sont incubees dans du milieu DMEM contenant 2 % de serum de veau foetal . Llncubation est poursuivie 
pendant 40 h a 37°C sous atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone. 

D'autre part, on a prepare des cellules COS temoins en effectuant les operations d6crites ci-dessus avec 
rADN du plasmide pSE1. 

40 

2) Marquage des proteines : 

L'ensemble des operations decrites ci-dessous est effectue avec les cellules COS transfectees par I'ADN 
plasmidique du clone NC28 et les cellules COS temoins. 

45 Le milieu de culture est enleve par aspiration et les cellules sont Iav6es deux fois avec 3 ml de tampon 

PBS. On ajoute 5 ml de milieu MEM (Minimal Eagle's Medium) sans methionine (Gibco - ref.041-01900H), 
complete avec 3 g/ml de glucose et 4 mM de glutamine. On incube pendant 2 h & 37°C. On enl6ve le milieu 
de culture eton rajoute 2 ml de mfeme milieu additionn6 de 200 pCi de methionine ^S (r6f. SJ1015 Amersham). 
On incube pendant 6 h £ 37°C. On preieve le milieu de culture, on le centrifuge pendant 5 min pour eiiminer 

so les debris cellul aires et les cellules en suspension, et on garde le sumageant Les cellules adherentes sont 
rincees deux fois avec du tampon PBS, grattees avec un grattolr en caoutchouc et centrifugees. 

3) Analyse des proteines radiomarquees des cellules COS transfectees, par eiectrophorese sur gel de 
polyacrylamide : 

55 

On precipite 1 ml du sumageant des cellul s COS transfectees et 9 ml d'aceton & -20°C. On centrifug 
et on recupere les culots de proteines. On I s reprend dans un tampon d c mposition : Tris 0,125M pH 6,8, 
SDS 4 %, glycerol 20 %. Une partie aliqu t d la suspension obtenue correspondent d une radioactivite de 
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200 000 cpm est analyse par eiectrophor&se sur un gel de polyacrylamide 15 % n presence de SDS seton 
la technique d6crite par U.K. Laemmii, Anal. Biochem.. 1977, 78, 459. Le gel st s6ch6 sous vide. Les prolines 
radiomarqu6es sont r6v6)6es par autoradiographie. 

On constate sur rautoradiogramme la presence de quatre bandes sumum6ralres pour les cellules trans- 

5 fectees par I'ADN plasmidique du clone NC28 par rapport aux cellules temoins : deux bandes de forte intensity 
correspondant k des masses moteculaires apparentes de9±2et16±2 kDa et deux bandes de faible intensity 
correspondant & des masses moteculaires apparentes d 1 1 ± 2 et 17 ± 2 kDa (cette demure bande est dif- 
fuse) .La masse mo!6culalre pour la proline mature de 76 acides amines est de 8956 kDa, done proche de la 
masse moieculaire apparente correspondant k la premiere de ces bandes. 

10 Les differentes bandes observes ou certaines d'entre elles peuvent correspondre k des degr£s de gly- 

cosylate divers de la proline de invention. Celle-ci pr6sente en effet (cf. fig. 2) un residu asparagine sus- 
ceptible d'etre N-glycosyi6 (souligne en pointings sur la figure 2 et correspondant k la sequence consensus 
d6crite par DONNER et al. J. Cell. BioL 1987, 105, 2665) et plusieurs r6sidus serine et threonine susceptibtes 
d'etre O-glycosyies. 

15 

4) Mise eh Evidence de la N-glycosyJation probable des formes de masse moieculaire apparente 16 ± 2 et 
17±2kDa 

Le marquage des prolines est effectu£ comme en 2) ci-dessus mais en presence de 10 pg/ml de tunica- 
70 nycine (Sigma-ref. T7765). agent inhibiteur de la N-glycosylation des prolines. 

L'analyse des prolines sur gel de polyacrylamide est effectu6e comme en 3). 

On constate sur rautoradiogramme la presence de deux bandes surnumgraires pour les cellules transfeo- 
tees par I'ADN plasmidique du done NC28, par rapport aux cellules temoins : une bande de forte intensity 
correspondant k une masse moieculaire apparente de 9 ± 2 kDa et une bande de faible intensite correspondant 
25 k une masse moieculaire apparente de 1 1 ± 2 kDa. Ces r£su!tats montrent que les deux formes de la proline 
recombinante observes en 3) correspondant k une masse moieculaire de16±2et17±2 kDa sont N-glyco- 
sytees. 

SECTION 6 : Purification de la proline recombinante s6cr6tee par les cellules COS 

30 

1) Production de la proteine recombinante 

4 x 10 7 cellules COS sont ensemencges dans un flacon de culture cylindrique, d£nomm6 habituellement 
"roller", de surface 850 cm 2 dans 150 ml de mBleu modifie d'Eagle selon Dubelcco ci-apr&s appeie DMEM (le 

35 Dulbecco's Modified Eagle's medium de Gibco r6f: 041-01965), lequel contient 0,6 g/l glutamine, 3,7 g/l 
NaHC0 3 et est complements avec du serum de veau foetal (Gibco) k raison de 5 % puis tamponn6 avec du 
dioxyde de carbone. Apr&s environ 16 h de culture k 37"C avec une vitesse de rotation cfenviron 0,2 tr/min, 
le milieu de culture est enlev6 par aspiration et les cellules sont Iav6es avec du tampon PBS (le Phosphate 
Buffered Saline de Gibco). On y ajoute alors le melange suivant : 36 ml de (DMEM + 10 % serum de veau foetal 

40 (Gibco), 4 ml de di6thyt-amino6thy1-dextrane de poids moieculaire moyen 500 000, k une concentration de 2 
mg/ml (Pharmacia), 40 pi de chloroquine 100mM (Sigma) et 128 pg d'ADN plasmidique du clone NC28, prepare 
selon la technique de lyse alcaline suivie de la purification de I'ADN plasmidique sur un gradient de chlorure 
de cesium (Sambrook et al, op cite). Aprfcs 5 h d'incubation k 37°C dans une atmosphere contenant 5 % de 
dioxyde de carbone, le melange est retire des cellules. On y ajoute alors 35 ml de tampon PBS contenant 7 

46 % de dimethyl sirifoxyde (quality Spectroscopic, Merck). Apr&s 1 min et 30 s de rotation k la temperature 
ambiante, le melange est retire et les cellules sont Iav6es deux fois avec du PBS et sont incubees pendant 5 
Jours k 37°C en rotation dans du milieu DMEM sans rouge de phenol. On preifeve le surnageant, de volume 
environ 130 ml. 

50 2) Isolement et purification de la proteine recombinante 

La proteine recombinante a 6t£ isoiee et purifiee k partir du surnageant obtenu cMessus, avec les 6tapes 
successives sufvantes : 

- Chromatographie cf 6change d'tons sur une colonne DEAE-Sepharose (Pharmacia) prealablement equi- 
55 libreeav cun soluti n de Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Dans ces conditions operate ires, la proteine ne se fix 

pas sur le gel. 

- Chromatographie cfaffinite sur colonne cf heparine sepharos (Pharmacia) prealablement equilibre 
avec une solution de Tris-HCI 50 mM pH 8, avec comme eiuant un gradient lineair de NaCI d 0 k 1 M 
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dansun solution d Tris-HCI 50 mM pH 8,0. 

- Dialyse des fractions contenant la proline recombinante, dont le degr6 de purete, d£termin6 par analyse 
6lectrophor£tique sur gel de polyacrylamide en presence de SDS, et r£v6lation au nitrate cfargent est sup6- 
rieur & 90 %, s it contre une soluti n de PBS pour i'6chantOI n soumis au test de chimiotactisme dScrit 
dans la section 1 1 . soit contre une solution de tampon MOPS 20 mM pH 6,4 contenant 0,1 M NaCI, appete 
solution 1, pour l*6tape de chromatographic ci-aprfcs. 

- Chromatographic d'6change cationique de ces fractions sur une colonne Mono S HR 5/5 (Pharmacia), 
prtalablement 6qu3ibr6e avec la solution 1 , avec comme 6luant un gradient Iin6aire de 0,1 & 0,4 M de NaCI 
dans la solution 1 (pendant 60 min) et une detection & 280 nrn. 

La proline recombinante se trouve dans les fractions correspondant & deux pics, appetes fraction 1 et 
fraction 2, qui donnent respectivement. par analyse £ectrophor£tique en presence de SDS, pour Tun, une 
bande majoritaire de masse moteculaire apparente de 9 ± 2 kDa et une bande minoritaire de masse moteculaire 
apparente de 11 ± 2 kDa, pour r autre, une bande majoritaire de masse moteculaire apparente de 16 ± 2 kDa 
et une s6rie de bandes faibles de masses moteculaires apparentes comprise entre (16 et 18) ± 2 kDa. 

L'analyse de chacune de ces deux fractions par 6lectrophor£se sur gel de polyacrylamide en presence de 
SDS et r6v6lation au nitrate d'argent, ne fait pas apparaltre d'autres bandes que les formes de la proline NC28 
d6crites ci-dessus, ce qui montre que dans chacune des fractions la proteine recombinante a un degr6 de 
purete d'au moins 95 %. 

3) Analyse de la sequence aminoterminale de chacune des fractions 1 et 2 

Pour chacune des fractions 1 et 2, la sequence amino-terminale a 6t6 analys6e 6 1'akJe d'un sgquenceur 
Applied Biosystem module 470A, coupte & un analyseurde d6riv£s ph6nylthiohydantoTques Applied Biosystem 
modele 120A La proline puriftee (200 pmoles contr6tees par analyse d'acides amines) a 6t6 d6pos6e sur le 
s&quenceur en presence de 20 pmol de p-lactoglobuline, proline t&moin. 

Aucune sequence amino-terminale correspondant k la sequence d'acides amines cod6e par I'ADNc NC28 
n'a 6te d6tectee (par contre la sequence amino-terminale de la proline temoin a 6te d6tectee, done le s6quen- 
ceur fonctionne). 

II y a done probablement un blocage amino-terminal de chacune des difterentes formes de la proline 
recombinante. 

4) Etude de la glycosylation des difterentes fonmes de la proteine NC28 

Les fractions 1 et 2 ont 6t6 soumises & des digestions d I'aide des 3 enzymes, N-glycanase, neuraminidase 
et O-glycanase (Genzyme), suivant le protocole d6crit dans la fiche technique Iivr6e avec ces enzymes. 

Les produits de ces digestions enzymatiques ont 6te analyses par 6Iectrophor6se en presence de SDS 
suivant la technique de Laemmli UK, 1977. Anal Biochem., 78, 459. 
Les rdsultats sont les suivants : 

La bande majoritaire de masse moteculaire apparente de 9 ± 2 kDa ri'est pas modiftee en presence de 
N-glycanase, ni de neuraminidase, ni de O-glycanase. 

La bande minoritaire de masse moteculaire apparente 11 ± 2 kDa n'est pas modiftee par la N-glycanase, 
mais est modiftee par la neuraminidase en une bande de masse moteculaire apparente de 10 ± 2 kDa, cette 
bande 6tant elle-mfeme modiffee par la O-glycanase en une bande se confondant avec la bande majoritaire de 
masse moteculaire apparente de 9 ± 2 kDa. 

La bande majoritaire de masse moteculaire apparente 16 ± 2 kDa n'est pas modiftee par la neuraminidase, 
ni par la O-glycanase, mais aprfcs action de la N-glycanase, elle se confond avec la bande majoritaire de masse 
moteculaire apparente de 9 ± 2 kDa. 

Les bandes de masses moteculaires apparentes comprises entre (16 et 18) ± 2 kDa, disparaissent sous 
Taction de chacune des trois enzymes. 

Ces experiences montrent que la forme majoritaire de masse mo!6culaire apparente de 9 ± 2 kDa est une 
forme de la proline NC28 non glycosy16e, la foime minoritaire de masse moteculaire apparente 11 ± 2 kDa 
est une forme O-glycosytee de la proline NC28 contenant 1 ou plusieurs ackJes sialiques, la forme majoritaire 
de masse moteculaire apparente 16 ± 2 kDa est une forme N-glycosyt6e de la proline NC28. 

Les formes minoritaires de masses mo!6culaires apparentes comprises entre 16 et 18 kDa reprteentent 
pr bablement un melange compl x de formes N- et 0-glycosyl6es. 

La protein NC28 est I premier membre connu d la famiUe des cytokines SIS humaines, qui est N-gly- 
cosyte (A. Minty. 1991, Ntedecine Sciences, 7. 578). La cytokin MCP-1 existe dans un f rme O-glycosytee 
mais pas dans une forme N-glycosytee (Jiang et al, 1990, J. Biol. Ch m. t 30, 18318). 
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SECTION 7 ; C nstmction d'un vecteur d'expressl n do I'ADNc NC28 dans la levure : I plasmlde 
pEMR617 et transformation d'une s uch d levure A Paid de ce plasmlde 

1) Construction du plasmide pEMR617 

5 

Le plasmide pEMR583 (decrit dans la demande de brevet EP-435776) a 6t6 soumls & un digestion 
complete par les enzymes Hindi II et BamHI. Le grand fragment (appeie d-apres fragment A) comprenant Tori- 
gine de replication et le locus STB du 2 micron, le gene LEU2d f le gfene de resistance a I'ampicilline, I'origfne 
de pBR322 v le terminateur du g£ne PGK. le gene URA3, le promoteur artificiel et le d6but de la region prepro 
10 de la pheromone alpha a ete purifie. 

Le fragment Hindlll - BamHI (nomme cl-apr&s fragment B) comprenant la fin de la region pr6pro de la ph6- 
romone alpha et PADNc codant pour la proline mature, flanqu6 du site de restriction BamHI en 3% a et6 obtenu 
par amplification par la technique PCR a partir du plasmide pSE 1 -NC28 . La sequence de ce fragment est pr6- 
cis6e sur la figure 5. Les fragments A et B ont ete ligues de facon a obtenir le plasmide pEMR617 

15 

a) Description de la technique de la reaction polymerase en chatne (Polymerase chain reaction : PCR) 

La technique de la reaction de polymerase en chatne (PCR) est une methode bien connue de I'homme de 
Tart qui permet de copier simultan6ment les deux brins d'une sequence d'ADN pr6a!ablement denature en uti- 
20 lisant deux oligonucleotides comme amorces (cf. notamment I'ouvrage de H.A. Eriich : "PCR Technology : Prin- 
ciples and Applications for DNA amplification" publie en 1989 par les editions Macmillan Publishers Ltd, 
Royaume-UnI et celui de M.A. Innis et al. "PCR Protocols" publie en 1990 par Academic Press Inc. San Diego, 
Californie 92101, USA). Le principe de cette technique est resume ci-apres. 

La technique du PCR est bas£e sur la repetition de trois etapes, permettant d'obtenir, apres entre 10 et 
25 30 cycles, des centaines de milliers de copies de la matrice originate, a I'aide d'une ADN polymerase de Ther- 
mus aquaticus, habituellement appeiee polymerase Taq. Les trois etapes sont les suivantes : 

- Denaturation de la matrice : 

30 L'ADN double brin est denature en ADN simple brin par incubation a haute temperature (de 92°C a 96°C) 

pendant approximativement 2 min. 

- Hybridation des amorces : 



35 Ces amorces sont une paire d'oligonucleotides synthetiques qui s'hybrident avec les extremites de la 

region a amplifier. Les deux amorces s'hybrident avec les brins opposes. Les amorces sont ajoutees en exc&s, 
de fagon que la formation du complexe amorce-matrice soit favorisee. 



- Extension des amorces : 



40 



L'etape au cours de laquelle la polymerase Taq assure Textension du complexe amorce-matrice de 5' vers 
3' est effectuee a 72 P C. 

Dans la technique du PCR, le produrt d'mteret apparalt au troisieme cycle et 0 est alors amplifie de manure 
significative. Au cours du deroulement des cycles, le produit <f amplification devient rapldement la matrice avec 
45 laquelle les amorces s'hybrident 

b) Description des amorces utflisees 

Deux oligonucleotides synthetiques ont et6 prepares. 
50 Le premier oligonucleotide, appeie amorce 1, dont la sequence est la sutvante : 

ATCGA AGCTTG CAT AAA AGA CAG CCA GTTGGG ATTAAT AC 
Scr Leu Asp Lys Arg Gin Pro Val Gly He Asn 
55 Region 1 Region 2 



possede deux regions disti nctes: la region 1 , qui contient la fin de la region prepro de la pheromone a modrflee 
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par rapport & la sequence naturelie d6crite par Kuijan et al. Cell. 1 982, 30, 933-943 par une mutation sBencieuse 
qui permet <fintroduire un site Hindlll juste avant la partie codante de la region 1 (cinquifcme nucleotide de la 
region 1). et la region 2, qui est une region destinee d s'hybrider avec la region codante correspondant au debut 
de la proteine mature d 76 acides amines (cf. section 4) v du brin non codant de la partie du piasmid pSE1- 
5 NC28 qui porte I'ADNc NC28. 

L deuxifeme oligonucleotide, app 16 amorce 2 V dont la sequence est la suivante : 

CAGTGGATCC TCAAAGTTTTGGAGTTTGGG 
10 Region 1 Region 2 

est egalement constitu6 de deux regions distinctes : la region 1 qui porte sur le cinqufeme nucleotide un site 
BamHI, et la region 2, qui porte une sequence nucteotidique correspondant aux demiers codons de la partie 
is codante de l*ADNc-NC28 et au codon stop, avec une mutation destinee & suppiimer le site Hindlll (mutation 
silencieuse du codon AAG en AAA). Cette region est destinee & s'hybrider avec le brin codant de la partie du 
plasmide pSE1-NC28 qui porte I'ADNc NC28. 

c) Obtention du fragment amplifie Hindlll - BamHI representant la fin de la region prepro de la pheromone a 
20 et I'ADNc codant pour la proteine mature NC28. 

On utilise comme matrice le plasmide pSE1 - NC28 qui porte I'ADNc codant pour la proteine NC28. 
Dans un tube on ajoute 100 ng du piamide pSE1 - NC28, 100 ng de I'amorce 1, 100 ng de I'amorce 2, 5 
lil de melange reactionnel concentre 10 fois (quantite finale: 67mM Tris-HCI pH 8,8, 16,6 mM (NH^SO* 1 
25 mM p mercaptoethanol, 6,7 mM EDTA, 0.1 5 % Triton x 100. 2 mM MgCI 2f 0,2 mM de dNTP. 200 ng de gelatine) 
le volume du melange est ensuite porte d 50 m! en ajoutant de I'eau. 

On ajoute 0,5 soit 2,5 unites de Polymerase Taq (Boehringer Manheim r6f 1146 - 173). On couvre alors 
le melange avec de la paraffine afin d'6viter ('evaporation de la solution aqueuse. 

L'amplification se fait au cours de 15 cycles r6actionnels, dont les etapes d'un cycle sont les suivantes : 
30 - 1 min d 94°C -> d6naturatk>n 

- 1 min a 55 Q C hybridation 

- 1 min & 72°C -> polymerisation 

Aprfes les 15 cycles, la reaction enzymatique est arretee par I'addition de 20 mM EDTA. 
Le fragment d'ADN ainsi amplifie, qui presente la taflle attendue d*environ 250 pb, est ensuite isol6 et purifie 
35 sur gel d'ag arose 1 %, soumis pour dialyse & une chromatographic sur colonne de gel de polyacrytamide P10 
(Pharmacia), puis hydrolyse totalement et simultanement par les enzymes Hindlll et BamHI selon les techni- 
ques habituelles bien connues de I'homme de I'art (Sambrook et al, op cite) afin de former les extr6mites cohe- 
sives Hindlll et BamHI. Apres hydrolyse le fragment est purifie sur colonne P10. 

La sequence du fragment B obtenu est representee sur la figure 5. Elle comprend dans sa partie codant 
40 pour la proteine NC28 une mutation silencieuse par rapport & I'ADNc NC28, Indiqu6e par un asterisque sur la 
figure 5. 

Les fragments A et B ont ete ligu£s de manifere & obtenir le plasmide pEMR617. 

2) Transformation de la souche de levure EMY761 par le plasmide pEMR617 et expression de la proteine 
45 NC28 par la souche transformee 

La souche EMY761 (Mat alpha, Ieu2. ura3, his3) d6crite dans le brevet EP-0408461 et pouvant etre obte- 
nue par curage plasmidique de la souche d6posee & la CNCM le 27 Decembre 1989 sous le n° 1-1021, contient 
des mutations (Ieu2 et urag), susceptibles d'etre compiementees par le marqueur de selection defectif LEU2d 
so et le marqueur de selection URA3, presents dans le plasmide pEMR617. EUe a ete transformee par le plasmide 
pEMR617 avec selection pour la prototrophie de leucine selon une variante de la technique de transformation 
decrite par Beggs et al. (Beggs et al. 1978. Nature 275, 104-109) qui consiste & soumettre les levures & un 
traitement de protoplastisation en presence d'un stabflisant osmotique. le sorbitol en concentration 1 M. 

Le protocole precis de transformation est indique ct-aprfes : 
55 a) 200 ml du mili u YPG liquide (cf. tab! au 1 ci-apres) sont inocuies av c environ 5 x 10 e cellules d'une 

culture nphas stati nnaire et la culture ainsi inocuiee est placee pendant une nuit sous agitation A 30°C. 

b)Lorsque la culture atteint nviron 1 0 7 cellul sparml.l s cellules sont centrifuge es & 4 000 tr/min pendant 

5 min et le culot est lave avec un solution de sorbitol 1 M. 
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c) Les cellules sont mises en suspension dans 5 ml de solution d sorbitol 1 M contenant 25 mM EDTA et 
50 mM de dithtothnSitol et incubees pendant 10 min k 30°C. 

d) Les cellules sont lav6es une fots avec 10 ml de soluti n d sorbitol 1 Met mises en suspension dans 
20 ml de solution de sorbitol. De la zymolase-100T (preparation, commercialisee par Seykagaku Kogyo 

e Co. Ltd., obtenue par purification partiellesurun colonn d'affinite du sumageant de culture d' Arthobacter 

luteus et contenant de la p-1 , 3-glucanase-laminaripentahydrolase) est ajoutee k une concentration finale 
de 20 ng/m! et on Incube la suspension k temperature ambiante pendant environ 15 min. 

e) Les cellules sont remises en suspension dans 20 ml d'un milieu contenant du sorbitol appeie milieu YPG 
sorbitol (cf. tableau I cl-aprds) et incubees pendant 20 min k 30°C sous agitation douce. 

to f) On centrifuge pendant 3 min k 2 500 tr/min. 

g) On remet en suspension les cellules dans 9 ml de tampon de transformation de composition : sorbitol 
1 M, Tris-HCI pH 7,5 10 mM et Cad 2 10 mM). 

h) On ajoute 0,1 ml de cellules et 5 nl de solution d'ADN (environ 5 mg) et on laisse la suspension obtenue 
pendant 10 k 15 min k temperature ambiante. 

is 0 On ajoute 1 ml de la solution : polyethylene glycol PEG 4000 20 %, Tris-HC1 10 mM pH 7,5 et CaCfe 10 

mM. 

j) On verse 0,1 ml de la suspension obtenue en i) dans un tube contenant du milieu solide de regeneration 
sans leucine (cf. tableau I cl-apres) pr6alablement fondu et maintenu liquide k environ 45°C. On verse la 
suspension sur une botte de Petri contenant une couche solid rfi6e de 1 5 ml de milieu de regeneration solide 
20 sans leucine. 

Les transformes commencent k apparattre au bout de trois jours. On a ainsi obtenu un transforme, appeie 
souche EMY761 pEMR617. 

Tableau 1 

25 

Composition et preparation des principaux milieux utilises dans le protocole de transformation de la souche 
de levure EMY761 

- milieu YPG liquide 

30 10 g d'extrait de levure (Bacto- Yeast extract de Difco) 20 g de peptone (Bacto-peptone de Difco) 20 g de 

glucose 

meianger les ingredients dans de I'eau distiliee. Completer le volume final k 1 I avec de I'eau distiliee - 
Autoclaver pendant 15 min k 120°C. 

- milieu YPG sorbitol 

35 utiliser la formule du milieu YPG liquide auquel on ajoute, apres autodavage, du sorbitol k une concentra- 

tion de 1 M. 

- milieu solide de regeneration sans leucine 

6,7 g de base azotee de levure sans acides amines 

(Yeast nitrogen base without Amino Acids de Difco) 
ao 20 mg d'adenine 

20 mg d'uracfle 

20 mg de L-tryptophane 

20 mg de L-histidine 

20 mg de L-arginlne 
45 20 mg de L-methlonine 

30 mg de L-tyrosine 

30 mg de L-isoleucine 

30 mg de Hysine 

50 mg de L-phenylalanlne 
50 1 00 mg de L-acide gtutamique 

150 mg de L-va!ine 

20 g de glucose 

30 g cfagar 

182 g de sorbitol 

55 meianger tous les ingredients dans I'eau distiliee. Completer le volume final k 1 1, avec de I'eau distilie . v 

Autoclaver pendant 1 5 min k 120°C. Aprds autodavage, ajout r 200 mg d L-thn§ nln 1 1 00 mg cfacide 
L-aspartique. 
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SECTION 8 : Express! n n rtonm yer do la prottine NC28 par la s uche de levur transf rm6 t 
mlse en Evidence de la proline dans le milieu de culture sur g Id pofyacrylamld n presence de 
SDS 

1) Culture de la souche EMY761 pEMR617 

Une colonie de la souch EMY761 pEMR617 (obt nue dans la section 7) a 6tt mlse en culture dans 50 
ml de milieu liquide sans uracile. 
Ce milieu contient pour 1 litre : 

- 6,7 g de base azotte de levure sans acides amines (Yeast nitrogen base without aminoacids de Difco). 

- 5,0 g d'hydrolysat de caseine (casaminoacids de Difco) 

- 10 g de glucose 

Aprfts une nuit ft 30°C sous agitation, la culture a ett centrifug6e pendant 10 min, le culot a ett repris dans 
10 ml d'eau sttrfle et de nouveau centrifiig§e pendant 10 min. L'expression de la prottine NC28 a ett induite 
en reprenant les cellules dans 50 ml de milieu de composition suivante : 

- 6,7 g/I de base azotte de levure sans acides amines (Difco) 

- 5,0 g/I d'hydrolysat de cas6ine (casaaminoacids de Difco) 

- 30,0 g/I de glycerol 

- 30,0 g/I de galactose 
- 10 ml/I d'ethanol. 

La culture a 6tt replace ft 30°C sous agitation pendant 24 h. 

2) Analyse de la prottine exprinrtte 

a) gel de polyacrylamide en presence de SDS 
Preparation des echantillons 

Une partie des cellules culthttes pendant 1 nuit dans un milieu appett milieu liquide sans uracile avec glu- 
cose dont la composition est pr6cis6e dans le tableau 2 d-aprfts, a 6tt centrHugto : 6chantaion non induit Les 
cellules cultiv6es pendant 1 nuit dans uh milieu, appett milieu liquide sans uracile avec ethanol, glycerol et 
galactose (tableau 2 ci-aprftsj ont ett centrifug6es : echantillon induit Le surnageant a 6tt recueilli. A 10 ml 
de surnageant, 5 ml d'acide trichloroacetique ft 50 % contenant 2 mg/ml de d£soxycholate ont £tt rajoutts. 

Le melange a ett mis ft la temperature de + 4°C pendant 30 min, puis centrifuge pendant 30 min. Le culot 
a ett repris dans environ 1 ml d'acetone froid (+ 4°C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot, aprfts 
avoir fttt s6ch6, est repris dans environ 20 uJ d*un tampon d£nomm6 tampon de charge constituft de Trls-HCI 
0,125 M pH 6,8 SDS 4 %, bleu de bromoplttnol 0,002 %, glycerol 20 %, p-mercapto6thanol 10 % selon le pro- 
tocol decrit par Laemmli (citt pr£c6demment). Le culot est solubilisft par ebullition pendant 15 min puis neu- 
tralise jusqu'ft ce que le bleu de bromophend vire au bleu. 

Les echantillons sont deposes sur un gel de polyacrylamide en presence de SDS et soumts ft une eieo 
trophorftse 

Resultats : 

L'analyse du gel (revelation au bleu de Coomassie) montre pour rechantBlon induit la presence de plusleurs 
bandes suppttmentaires par rapport ft rechantillon non induit, dont les deux principles correspondent ft un 
masse mottcuiaire apparent de 9 ± 2 (forme majoritaire) et 11 ± 2 kDa. Les autres bandes suppttmentaires 
observees cTune masse moieculaire apparente superieure ft 1 6 ± 2 kDa, qui sont assez nombreuses et diffuses, 
correspondent probablement ft un degrft variable de glycosylation. On observe ftgalement une bande de faibte 
intensity correspondant ft une masse mottcuiaire apparente de 8 kDa. 

On salt que la N-gtycosyiation <Tune prottine par la levure fait intervenir une N-glycosylation simple ("core 
glycosylation") dans le reticulum endoplasmique et une N-hyperglycosylation ("outer-chain glycosylate") 
dans TappareH de Golgi (RA Hitzeman et al, 1990. "Methods in Enzymology, n° 185", Academic Press, p. 421- 
440). En general la N-glycosylation simple conduit ft une glyco-prottine de poids moieculaire apparent homo- 
gftne (une bande) et la N-hyperglycosytati n ft un glycoprottine d poids moieculaire apparent hettrogftn 
(pluralitt d band s diffuses). On sait egalement que certaines prottines peuvent etr O-glycosytees par la 
levure (J. Zueco t al. 1986, Bfoch mica t Biophysica Acta, 884, 93-100), 

La N-glycosylation peut etre mis en evidence de plusieurs maniftres (P. Oleans et al, 1991, Methods in 
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Enzymology, 194, 682-697). L'une <f elles consiste & observer la diminuti n de la masse moieculaire apparente 
de la proline lorsqu'elle st traitee d I'endoglycosydas H (Endo-b-N-ac^tylgfucosamlnlsidase : E.C. 32.1 .96) 
qui coupe spetifiquement les chaTnes NMi6es carbohydrates. La O-glycosyiation peut etre pr6sum6e lorsque 
la proline est r6sistante & I'endoglycosydase H et que sa masse moieculaire apparente diminue aprfes traite- 
5 ment d I'a-mannosidase (a-D-manoside mannohydrolase: E.C. 3.2.1.24), comme d6crit par Biemans et al v 
1991. DNA and CeD Biology, 10, 191-200. 

b) Immunoempreinte (Western blot) avec traitement eventuel & I'endogtycosidase H 

10 Preparation des echantillons 

line partle des cellules cultivees pendant une nuit en milieu liquide sans uracfle avec glucose (tableau 2) 
a 6t6 centrifugee : echantBlon non induit 

Les cellules cultivees pendant une nuit en milieu liquide sans uracile avec ethanol, avec glycerol et galactose- 
is .(tableau 2) ont 6te centrifugees : echantitlon induit Le sumageant a 6te recuetlti. A 10 ml de sumageant, 5 ml 
d'acide trichIoroac£tique d 50 % contenant 2 mg/rrd de desoxycholate ont 6t6 rajoutes. 

Le melange a 6te mis d la temperature de + 4°C pendant 30 min, puis centrifuge pendant 30 min. Le culot 
a 6te repris dans environ 1 ml d'acetone froid (+ 4 Q C) et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot est 
repris dans 40 pi d'un tampon de solubilisation (de composition: Tris-HCI pH 6.8 10 mM, p mercaptoethanol 2 
20 %, SDS 1 %). Le culot est porte & 100°C pendant 15 min. 
L'echantillon est ensuite partage en quatre parties 

- & la premiere partie de 10 pi, on ajoute 10 pi d'un tampon citrate de sodium 50 mM pH 5 et 5 pi d'endo- 
glycosidase H (5mUI-Boehringer r6f. 1088726). L'echantillon est place & 37°C pendant environ 1 nuit On 
ajoute ensuite 20 pi de tampon de charge ; 

25 - & la deuxieme partie de 10 pi, on ajoute 10 pi de tampon citrate de sodium 50 mM pH 5 et 2,5 pi d'a- 

mannosidase (Sigma R6f. M7257). L'echantillon est place & 37°C pendant environ 1 nuit On ajoute ensuite 
20 til de tampon de charge ; 

- d la troisfeme partie de 10 pi, on ajoute 10 pi de tampon citrate de sodium 50 mM pH 5 et 5 pi d'endo- 
giycosidase H (Boehringer). L'echantillon est place d 37°C pendant environ 1 nuit. On ajoute ensuite 2,5 

do pi d'a-mannosidase (Sigma). L'echantillon est place d 37°C pendant 1 nuit On ajoute 20 pi de tampon de 

charge; 

- £ la quatrieme partie de 10 pi, on ajoute 10 pi de tampon de charge. Les echantOlons sont portes & ebul- 
lition pendant 10 min. On depose les echantillons sur gel de polyacryiamide en presence de SDS et on 
effectue une eiectrophorfese selon le protocole de Laemmll, Anal. Biochem., 1977. 78, 459. 

35 Les proteines contenues dans le gel sont ensuite transferees sur membrane de nitrocellulose (selon la 

technique de H. Towbin et al, 1979. Proc Natl. Acad. ScL USA, 76. 4350-4354). ^immunodetection, realisee 
selon le protocole decrit dans rimmu no-Blot Assay Kit de Bb-Rad (r6f. 170-6450) Implique les etapes survarv 
tes : 

- la saturation de la membrane de nitrocellulose avec un tampon TBS (Tris Buffered Saline") qui contient 
40 3 g/100 ml de gelatine pendant 30 min ; 

- le ringage de la membrane avec un tampon denomme T. TBS (Tampon TBS qui contient 0,05 % de Tween 
20), deux fois pendant 5 min ; 

- la mise en contact de la membrane avec I'immunserum prepare dans la section 10, pendant 1 h & tem- 
perature ambiante ; 

45 - le ringage de la membrane avec le tampon T.TBS, deux fois pendant 5 min et une fob pendant 5 min 

avec le tampon TBS ; 

- le complexe antfgfene-anticorps est r6vei6 par la mise en contact de la membrane avec un tampon de 
developpement contenant du chloro-4 naphtoM dans du diethytene et du peroxyde d'hydrogfcne ; 

- le linkage de la membrane avec de I'eau. 

50 

Resultats : 

L'anatyse de I'immunoempreinte montre pour rechantillon induit non traite & I'endogtycosidase H la pre- 
sence de plusieurs bandes suppiementaires par rapport & l'echantillon non induit, dont les deux principales 
55 corr spondent & une mass moieculaire apparente de 9 ± 2 et11 ± 2 kDa. Ces deux band s sont reconnues 
par I'Smmunserum. Des bandes d'rffus s de pokJs moieculaire apparent superieur k 1 6 ± 2 kDa sont egalement 
mises en evidence. 

Dans rechantill n induit les bandes diffuses correspondant au poids moieculaire superieur & 16 ± 2 kDa 
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tendent & disparaltre aprfes traitement & I'endoglycosidase H pour laisser place & una bande de masse moie- 
culaire apparente de 16 ± 2 kDa pouvant correspondre au precurseur ayant garde la sequence pro de la ph6- 
romone. Dans ce memo echantfllon traite, on note que les deux bandes prfncipales de poids moteculaires 
apparents de9±2et11±2 kDa sont toujours presentes. 
5 Dans r^chantillon induit la bande correspondant & un poids moieculaire apparent de 11 ± 2 kDa tend £ 

disparaltre aprfes traitement a I'a-mannosldas tandis que la bande de 9 ± 2 kDa augmente en intensity dans 
les mfemes conditions. Ceci semble indiquer que la proteine correspondant k une masse moieculaire apparente 
de 1 1 ± 2 kDa est O-glycosytee. 

10 Tableau 2 

Composition et preparation de certains milieux utilises pour la preparation des echantiflons : 

- Milieu liquide sans uracile avec glucose : 

is - 6,7 g de base azotee de levure sans acides amines (Yeast nitrogen base without amino acids de DHco) 

- 5,0 g d'hydrolysat de cas6ine (casaminoacids de Difco) 

- 10,0 g de glucose 

m&langer tous les ingredients dans de Peau distiliee, et completer & 1 1 final avec de I'eau disti!!6e. 
Autoclaver pendant 10 min & 120°C. 
20 - Milieu liquide sans uracile avec ethanol, glycerol et galactose : 

utiliser la formule du milieu liquide sans uracile d6crite ci-dessus mais sans glucose. Aprfcs autoclavage 

ajouter 10 ml d'ethanol 100 %, 30 g de glycerol et 30 g de galactose 

SECTION 9 ; Purification de la proline NC28 produite dans la levure et determination de sa 
25 sequence amlnoterminale 

1) Purification de la forme majoritaire de la proteine NC28 produite par levure 

La forme majoritaire de la proteine recombinante de masse moieculaire apparente de 9 ± 2 kDa (cf. section 
30 8-2)-a)) a ete isoiee et purifiee & partir du milieu de culture obtenu & Tissue de la section 8-1), a Paide d'un 
protocol e comportant les etapes success ives suivantes : 

- Chromatographic d'6change d'ions sur une colonne DEAE-Sepharose (Pharmacia pr6a!ablement equi- 
libree avec une solution de Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Dans ces conditions operatoires, la proteine ne se fixe 
pas sur le gel. 

35 - Chromatographic d'affinite sur colonne d'heparine s6pharose (Pharmacia) prealablement 6quilibr6e 

avec une solution de Tris-HCI 50 mM pH 8, avec comme eiuant un gradient lineaire de NaCi de 0 & 1 M 
dans une solution de Tris-HCI 50 mM pH 8,0. 

- Dialyse des fractions contenant la proteine recombinante (determinees par analyse etectrophoretique sur 
gel de polyacrylamide en presence de SDS) contre une solution de tampon PBS. 

40 

2) Analyse de la proteine purifiee 

a) Electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS 

45 L'analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et revelation au nitrate 

cfargent montre la presence d'une bande intense correspondant £ une masse moieculaire apparente de 9 ± 2 
kDa et de deux bandes de trfes faible intensrte correspondant & des masses motecutaires apparentes de 8 ± 
2 et 11 ± 2 kDa. La purete de la proteine recombinante correspondant d ces trois bandes est superieure & 90 
%. 

50 

b) Determination de la sequence aminoterminate : 

La sequence amino-terminale est determin6e selon le principe de la degradation d'Edman (Kia-KI Han et 
al, 1977, Biochimie, 59, 557). Le premier acide amine amino-termina! est couple au phenyHsothioeyanate 
55 (PITC), puis dive. L derive obtenu est convert! en un phenyl thioidantoTne-acide amine stable, absorbant & 
269 nm. Le produit de chaqu cycle est analyse par HPLC. 

On detecte trois sequences aminoterminales ci-apres dans I s proportions respectives 70 %, 20 % 1 10 

%: 
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. sequence 1 : Gin Pro Val Gly lie Asn Thr 
. sequence 2 : Val Gly lie Asn Thr 
5 . sequence 3 : Lys lie Pro Lys Gin 

La sequence 1 est la sequence aminoterminale attendue : celle de la proteine mature de 76 acldes amines 
(cf. figure 2) d&crite dans la section 4, dont la sequence codante est introduite dans le vecteur pEMR617 decrit 
io dans la section 7. 

Les sequences 1 et 2 sont les sequences amino-terminales de la proteine mature de 76 acides amines 
respectivement divee dans sa partie aminoterminate de 2 et 18 acides amines. 

SECTION 10 ; Synthase de peptides et production d'immuns6rums 

1) Synthese de peptides 

Plusieurs peptides ont ete synthetises, soit manuellement par la methode dite du "sachet de the" ("tea 
bags"), decrite par Houghten, 1985, Proa Natl. Acad. Sci-USA, 82, 5131, soit par une methode utflisant un 

20 synthetiseur MHIigen. Dans la premiere methode, le support de synthese est enfemr»6 dans une enveloppe per- 
meable et resistante aux solvants ; ainsi, les etapes communes de synthese (activations, lavages, etc..) peu- 
vent etre r£alisees simultanement pour un grand nombre de peptides. La deuxieme methode penmet de faire 
une synthese compietement automatis6e. Dans les deux cas, la chimie de synthese est celle utitisee couram- 
ment pour la synthese de peptides en phase soiide (Menrffield et al, 1963, J. Am. Chem Soc. 85, 2149-2154). 

25 Dans cette methode , le r6sidu carboxy-tenminal du peptide a synthetiser est attache a un polymere insoluble, 
ensuite differents acides amines sont ajoutes. La chatne polypeptidique augmente de taille dans le sens ami- 
no-terminal. Apres la synthese, le peptide est s6par6 du support par I'acide fluortiydrique et recup6r6 en solu- 
tion. 

Par la premiere methode, on a synthettse les peptides correspondant aux acides amines 90-109, 94-109 
30 et 97-109 de la proteine traduite NC28 (cf. figure 2), appeies respectivement peptides C20, peptide C16 et pep- 
tide C13. Le peptide correspondant aux acides amines 48-69 de la proteine traduite de I'ADNc NC28, appeie 
peptide 48-69, a ete synth£tis6 automatiquement La totalite des peptides a ete purifi6e par HPLC, la determi- 
nation de la composition en acides amines et le sequen$age du peptide ont ete effectu6s sur les produits puri- 
fies. 

35 L'anaiyse de la composition en acides amines est enticement automatis6e. L'analyseur <facides amines 

(modeie 420A, Applied Biosys terns) effectue Fhydrolyse, puis la derivation des acides amines liberes. La sepa- 
ration des acides amines derives est realisee par un systeme HPLC Browniee 130A connecte en ligne avec 
le systeme 420A. 

La sequence amino-terminale est determinee selon le principe de la degradation d'Edman. Le premier 
40 acide amine amino-terminal est couple au phenyt-isocyanate (PITC), puis dive. Le derive obtenu est convert! 
en un ph£nyfthk>idantoTne-acide amine stable, absorbant a 254 nM. Le produit de chaque cycle est analyse 
par HPLC. 

2) Preparation cfimmunserums 

^5 -- • " ' ■• ■ - " • •"■ •- 

Afin de produire des immunserums, le peptide 48-69 est couple a une proteine porteuse Fhemocyanine 
de Rsureffa (KLH) par son r6sldu cysteine carboxy-tenminal avec le nrwnaieimidobenzoyl-N-hydroxysuccini- 
mide ester (MBS) oomme agent oouplant 

Des lapins (New Zealand, males de 2 Kg environ) sont immunises avec le conjuge peptide 48-69/KLH 

so (quantite conrespondant a 800 |ig de peptide) (lapin N° 43) ou avec 50 ug de proteine NC28 (purifi6e a partir 
de levure - section 9) (lapin N° 44) toutes les deux semaines selon le protocote d6crit par Vaitukaitis, 1981. 
Methods in Enzymology, 73, 46. Pour la premiere injection, un volume de solution antig6nique est emutstfie 
par un volume d'adjuvant complet de Freund (Sigma-ref. 4258). Les rappels (3 pour le lapin N° 43 et 6 pour le 
lapin N° 44) sont administres dans I'adjuvant incomplet de Freund (Sigma-ref. 5506). 

55 Les immunserums btenuss nt capables de reconnaftre la proteine NC28 produite dans la levure tdans 

les cellules COS par immunodetecti n apres eiectroph rfese sur gel de polyacrytamid n presence de SDS. 
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SECTION 11 : Mis en Evidence pour la pr teine NC28 et les peptides carboxytermlnaux d cette d r- 
nlfere, d'une activit6 chimiotactiqu 

1) Method utBisee 

5 

a) Isolement des neutrophiles 

A partlr du sang p6ripherique on enldve la plupart des hematies par sedimentation & 37°C pendant 30 min 
dans une solution contenant 0,6 % dextran T500 (Phanmacia -ref; 17-0320-01) et 0.09 % NaCI. Par la suite les 

io cellules sont d6pos6es par dessus une couch e de Ficoll-Paque (Phanmacia) et centrifug6es & 400 g pendant 
30 min. Les cellules mononucleates du sang peripherique (PBMNC) sont pr6sentes £ llnterface entre le Rcoll 
et le surnageant alors que les hematies r6siduelles et les polynucieaires (principalement des neutrophiles) se 
trouvent dans le culot ceilulaire. Ce culot est remis en suspension dans une solution de NH4CI 0,8 %, 10mM 
Hepes et incube d 37 °C pendant 7 min pour faire edater les hematies. Les cellules r6siduelles (principalement 

15 des neutrophiles) sont centrifug6es et Iav6es dans du tampon HBSS de Hanks Solution Saline 6qui1tbr6e(Gibco 
BRL-R&f. 041-04020 H), appeiee d-aprtss solution HBSS. 

b) Isolement des monocytes 

20 Le principe d'isolement des monocytes a et6 d6crit par A. Boyum, 1983. Scan. J. Immunol.. 17. 429-436. 

II est resume ci-aprfes. La m£thode consiste & separer les monocytes du sang en utilisant un milieu de gradient 
k>d6, le Nycodenz (N.N'-Bis (dihydroxypropyi-2,3), [N-(dihydroxy propyl-2,3) ac6tamido]-5-triodo-isophtalaml- 
de-2,4,6). Pour accentuer la difference de density entre les monocytes et des lymphocytes. K'osmolarite de la 
solution est augmentee.donc les lymphocytes rejettent de I'eau et deviennent plus denses. On peut utiliser du 

25 milieu "NycoPrep 1 .068", qui contient du Nycodenz, du chlorure de sodium et de la tricine/NaOH d des concen- 
trations optimales pour la separation des monocytes (Nycomed Pharma AS, Norv6ge-r6f. 223510). 
Le protocole utilise est le suivant : 

A partir du sang peripherique on enlfeve la plupart des hematies par sedimentation & 37°C pendant 30 min 
dans une solution contenant 0,6 % de dextran et 0.09 % NaCI. La phase supgrieure du plasma contenant les 

30 monocytes, les lymphocytes et les neutrophiles est pr6!ev£e. Pour s6parer les monocytes des autres cellules, 
des tubes sont prepares de la fagon suivante : 6 ml de plasma sont d6pos6s sur une couche de 3 ml de Nyco- 
Prep 1.068 (Nycomed Pharma AS. Noivfcge, r6f. 223510) dans un tube de diamfctre 13-14 mm. Aprfes centri- 
fugation d 600 g pendant 15 min. on preieve le plasma clarifie jusqu*& 3-4 mm au dessus de I'interphase et on 
recueille le reste du plasma et toute la solution de NycoPrep jusqu'd environ 1 cm au dessus du culot ceilulaire, 

35 ce qui permet de ne pas preiever les lymphocytes. La suspension de monocytes recueillie est compiet&e 
jusqu'a un volume de 6-7 ml avec une solution de composition: 0,9 % NaCI 0.13 % EDTA 1 % BSA, puis cen- 
trifugee pendant 7 min & 600 g. 

Les monocytes sont contamin£s avec des plaquettes. Pour eitminer ces demiferes, on centrifuge puis on 
enlfeve le surnageant et on remet en suspension avec la mfeme solution, en r6petant ces operations 3 fois. 

40 Les cellules sont remises en suspension dans du milieu RPM1 1 640 (Gibco) contenant de I'albumine s6ri- 

que bovine (BSA) 0,5 % 

c) Protocole de mise en evidence du chimiotactisme 

45 Le test utilise est celui decrit par W. Falk et al. 1980, J. Imm. Meth.. 33. 239-247. Le protocole precis utilise 

est expose cJ-apr6s : 

On utilise la chambre de Boyden modift£e pour mesure de chimiotactisme. commercialisee par Neuroprobe 
(r6f. AP48). On met les echantillons & tester dilues dans une solution HBSS pour les tests sur les neutrophiles. 
et le milieu RPMI contenant 0,5 % BSA pour le test sur les monocytes, dans les puits de la plaque inferieure. 

50 On depose sur celle-cl un ffltre de polycarbonate (taille des pores : 5 mm-Nudepore r6f. 155845) avec le c6t6 
brSlant en bas. On depose la plaque superieure sur le filtre. On met les cellules (50 000 pour 50 |il tampon) 
dans les puits de la plaque superieure. On incube la chambre & 37°C dans une etuve humidmee ou dans une 
botte contenant du coton mouflie pendant 1 h pour le test sur les neutrophiles, et 3 h pour le test sur les mono- 
cytes. On retire le filtre et on enlfeve les cellules qui sont sur le c6te mat (cellules qui n'ont pas migr6) en essuyant 

55 le filtre t n le raclant avec un grattoir n caoutchouc, ces deux demiferes op6rati ns 6tant rfepfete s 1 f is. 
Les cellules qui ont migre sont colorees t fix6es n utilisant le kit "Diff-quick - (Dade-r6f. 130832). Par obser- 
vation microscopique. on compt le nombre de cellules sur le c6t6 brillant du filtre (cellules qui ont migre) 
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d) Preparation des echantfllons 

a) Echantfllons de proteines recombinantes : 

5 - proteine NC28 issue de cellules COS, purifiee comme decrit dans la section 6. 

- prot6ine NC28 issue de levure, purifiee comme decrit dans la section 9 

- cytokine MCP-1, obtenue de la fagon suivante : isdement d*un plasmide pSE1 porteur de I'ADNc de la 
cytokine MCP-1 par criblage de la banque pr£patee dans la section 2 a I'aide d'un oligonucleotide corres- 
pondant a une partie de I'ADNc de la cytokine MCP-1 decrite par YoshimuraT. et at, 1989, Febs Lett, 244, 

id 487-493, puis transection des cellules COS, culture des cellules COS transferees et purification de la 

cytokine MCP-1, commad£crit pour la proteine NC28. 

- proteine IL-8 (Endogen -ref: CY-09025) 

b) Echantfllons de peptides : 

ts 

- peptide C13) pr£par£s comme decrit dans 

- peptide C16) la section 10 

- peptide C20) 

- peptide formyi-Met-Leu-Phe, g6neralement appeie fMLP (Sigma- ref. F 3506) 

20 

2) Resultats 

a) chimiotactisme de la proteine NC28 purifiee issue des cellules COS et de la proteine NC28 purifiee issue 
de levure, sur les monocytes 

25 

Certains resultats obtehus sont illustres sur la figure 6a qui represente le nombre de cellules par champ 
microscopique en fonction de la concentration exprim6e en nM pour la proteine NC28 purifiee issue de levure, 
la proteine NC28 purifiee issue de cellules COS, les peptides C13, C16, C20 et fMLP et sur la figure 6b qui 
represente le nombre de cellules par champ microscopique en fonction de la concentration exprimee en ng/ml 
30 pour la proteine NC28 purifiee issue de levure et la cytokine MCP-1 purifiee issue des cellules COS. 

On constate sur la figure 6a que la proteine NC28 purifiee issue de levure et la proteine NC28 purifiee issue 
de cellules COS, presentent apres 3 h d'incubation une activite de chimiotactisme sur les monocytes nettement 
sup6 rieure a celle du fMLP, peptide connu comme possedant une activite de chimiotactisme sur les monocytes 
(Sch'rffmann E. et al, J. Immunol. 114, 1831). Les peptides carboxyterminaux de la proteine NC28 possedent 
35 ggalement cette activite. 

On constate sur la figure 6b que I'activite de chimiotactisme sur les monocytes de la proteine NC28 est 
du m£me ordre de grandeur que celle de la proteine MCP-1, connue pour cette activite (Rollins B. J. et al, 1991, 
Blood, 78, 1 1 12) et que cette activite est constatee a des concentrations de 0,1 a 10 ng/ml 

40 b) Chimiotactisme de la proteine NC28 purifiee issue de levure sur les neutrophiles 

Certains resultats obtenus sont illustres sur la figure 6c, qui represente le nombre de cellules par champ 
microcospique en fonction de la concentration exprimee en ng/ml, pour la proteine NC28 purifiee issue de 
levure, la cytokine IL-8 et le peptide fMLP. 
45 On constate que la proteine NC28 ne pr6sente qu'une faible activite de chimiotactisme sur les neutrophiles, 

(a des concentrations elevees sup6rieures a 100 ng/ml) contrairement a la cytokine IL-8 et au peptide fMLP. 
tous deux connus pour posseder cette activite (Yoshimura T. et al, 1987, Proc. Natl. Acad. ScMJSA, 84. 9233,1 
et Schiffman E. et al, 1975. J. Immunol.. 114, 1831). 

La proteine NC28 est done un chimioattractant puissant et sp6ctfique des monocytes. 

50 

Revendicatlons 

1. Proteine presentant une activite de type cytokine, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence (a1) 
55 suivant : 
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Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

et immediatement en am nt de la sequence (a1). une partie d la sequence (a2) suivante : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

1 5 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

ou d'une sequence different de un ou plusleurs acides amines de la sequence (a2) et conferant a la pro- 
teine la m§me activite. 

Proline presentant une activity de type cytokine, caracteris£e en ce qu'elle cpmprend la sequence (a2) : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Scr Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

1 5 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Scr Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

et immediatement en aval de ladite sequence (a2) la sequence (a1) : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

ou une sequence different de un ou plusieurs acides amines de ladite sequence (a1) conferant a la pro- 
teine la m6me activite. 

. Proteine selon la revendfcation 1. caracteris6 en ce que la partie de la sequence (a2) imm6diatement en 
amont de la sequence (al), est choisie parml les sequences suivantes : 

Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe et Gin Asp Phe 
In Lys Trp Val Gin Asp Phe et Gin Asp Ph 
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4. Proteine selon la revendication 1 . caracterisee en ce que la partie de la sequenc (a2) ou d'un sequence 
different de un ou plusieurs acides amines d la sequence (a2) et conferant S la protein la meme activity, 
immediate men t en amont de la sequence (a1) est cholsle panTti la sequence (a2) et les sequences (a3) 
et (a4) suivantes : 

5 

(a3) Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He Asn Lys 
15 10 15 

w Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 

20 25 30 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 

35 40 45 

lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 



15 



25 



30 



20 

(a4) Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 
15 10 15 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 

20 25 30 

Tie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
35 40 45 

ou parmi les sequences qui different de un ou plusieurs acides amines de la sequence (a3), (a4) ou (a2) 
et conferent & la proline la m§me activity. 

5. Proteine selon la revendication 4, caracterisee en ce que la partie de la sequence (a2) imm6diatement 
35 en amont de la sequence (a1), est la sequence (a2). 

6. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle comporte un blocage aminoterminaL 

7. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caracterisee en ce qu'elle a une masse moieculaire appa- 
40 rente de 9 ± 2 kDa. 

8. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caracterisee en ce qu'elle a une masse moieculaire appa- 
rente de 11 ± 2 kDa. 

45 9. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caracterisee en ce qu'elle a une masse moieculaire a p pa- 
rente de 16 ± 2 kDa. 

10. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle est O-gtycosytee. 

11. Proline selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle est N-glycosytee. 

12. Proteine selon I'une des revendications 4 et 5 t caracterisee en ce qu'elle a un degr6 de purete superieur 
a 90 %. 

55 13. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle a un degr6 d purete superieur k 95 %. 

14. ADN recombinant caracteris6, en ce qu'il code pour une pr teine selon I'une d s revendications 4 et 5 u 
pour un precurseur d'une proteine selon I'une des revendications 4 et 5. 
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15. ADN recombinant caracterise en ce qu'3 code pour un precurseur d'une proteine selon I'une des reven- 
dications 4 et 5. qui comprend une sequence signal. 

16. AON recombinant selon la revendication 15, caract6ris6 ncequ la s6quenc signal est une sequence 
choisie parmi les sequences (b1). (b2) t (b3) suivant s : 

(bl) Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala 
1 5 10 15 

Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 
20 

(b2) Met Pro Ser Pro Scr Asn Met Lys Ala Scr Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
15 10 15 

Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phc Scr Pro Gin Gly Leu Ala 
20 25 



(b3) Met Trp Lys Pro Met Pro Scr Pro Scr Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala 
1 5 10 15 

Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phc Scr Pro Gin Gly Leu 
20 25 30 

Ala 

17. ADN recombinant selon la revendication 1 6. caract6ris6 en ce que la sequence nucl£otidique codant pour 
la proteine mature est la sequence (Na2) suivante : 

CAGCCAGTTG GGATTAATAC TTCAACTACC TGCTGCTACA 
GATTTATCAA TAAGAAAATC CGTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
CTACAGAAGG ACCACCAGTA GCCACTGTCC CCGGGAAGCT 
GTAATCTTCA AGACCAAACT GGACAAGGAG ATCTGTG CTG 
ACCCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACTTTA TGAAGCACCT 
G G ACAAG AAA ACCCAAACTC CAAAGCTT 

18. ADN recombinant selon la revendication 16. caracterise en ce que les sequences nucl6otidiques codant 
pour les sequences d'acides amines (bl). (b2) et (b3) sont choisies parmi les sequences (Nb1), (Nb2) et 
(Nb3) suivantes : 

(Nbl) ATGAAAGCCT CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTG CTCACAG 
CAGCTGCTTT CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 
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ATGCCCTCAC CCTCCAACAT GAAAGCCTCT GCAGCACTTC 
TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCTTTCA GCCCCCAGGG 
GCTTGCT 



ATGTGGAAGC CCATGCCCTC ACCCTCCAAC ATGAAAGCCT 
CTGCAGCACTTCTGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCTTT 
CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

19. Vecteur d'expression, caract6ris6 en ce qu'3 contient, avec les moyens n6cessaires & son expression, un 
ADN recombinant selon I'une des revendications 14 & 18. 

20. Cellules animales. caract£ris6es en ce qu'elles contiennent, avec les moyens n£cessaires k son expres- 
sion, un ADN recombinant selon Tune des revendications 14^18. 

21. Cellules animales selon la revendication 20, caract£ris£es en ce qu'elles contiennent un vecteur depres- 
sion selon la revendication 19. 

22. Cellules animales, selon Tune des revendications 20 et 21, caract£ris6es en ce qu'elles sont des cellules 
CHO. 

23. Cellules animales, selon I'une des revendications 20 et 21 , caract6ris6es en ce qu'elles sont des cellules 
COS. 

24. Levure caract6rls6e en ce qu'elle contient, avec les moyens n£cessaires d son expression, un ADN recom- 
binant selon I'une des revendications 14 & 18. 

25. Proc6d6 de preparation d'une proline selon I'une des revendications 1 h 13, caract6ris£ en ce qu'il 
comprend une 6tape de culture de cellules animales selon I'une des revendications 21 et 22, suivie de 
I'isolement et de la purification de la proline recombinante. 

IS. Precede de preparation <f une proline selon Tune des revendications 1 & 13, caract£ris6e en ce qu'il 
comprend une etape de culture de levure selon la revendication 23 suivie de I'isolement et de la purification 
de la proteine recombinante. 

27. M6dicament caracterise en ce qu'il contient une proline selon I'une des revendications 1 & 13. 



(Nb2) 



(Nb3) 
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FIG. 1a 

Plasmlde pSEl 
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H 

• 

x 
n 
d 
I 
I 
I 

AGCTTGGATAAAAGACAGCCAGTTGGGATTAATACTTCAACTACCTGCTGCT 
+ + + + + 

ACCTATTTTCTGTCGGTCAACCCTAATTATGAAGTTGATGGACGACGA 

ACAGATTTATCAATAAGAAAATCCCTAAGCAGAGGCTGGAGAGCTACAGAAGGACCACCA 
— + — + + + +_ + 

TGTCTAAATAGTTATTCTTTTAGGGATTCGTCTCCGACCTCTCGATGTCTTCCTGGTGGT 

GTAGCCACTGTCCCCGGGAAGCTGTAATCTTCAAGACCAAACTGGACAAGGAGATCTGTG 
+ + + . + + + 

CATCGGTGACAGGGGCCCTTCGACATTAGAAGTTCTGGTTTGACCTGTTCCTCTAGACAC 

CTGACCCCACACAGAAGTGGGTCCAGGACTTTATGAAGCACCTGGACAAGAAAACCCAAA 
— + + + + + + 

GACTGGGGTGTGTCTTCACCCAGGTCCTGAAATACTTCGTGGACCTGTTCTTTTGGGTTT 

B 
a 
m 
H 

ctccaaaJSctttgag 

-+ 

GAGGTTTTGAAACTCCTAG 



FIG. 5 

SEQUENCE bU FRAGMENT S 
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10" 2 10* 1 10° 10 1 10 2 10 3 10 4 

CONC (nM) 



a NC28 levure 

♦ NC28 COS 
n peptide Cl 3 

♦ peptide Cl 6 
■ peptide C20 
a milieu 

a fMLP 

FIG. 6a 



42 



t 



EP 0 488 900 A1 



CO 




10" 1 10° 10 1 10 2 10 3 10 4 



a NC28 LEVURE 
♦ MCP1 COS 

n MIUEU CONCENTRATION (ng/ml) 



FIG. 6b 
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10° 10 1 10 2 10 3 10 4 10 5 



O NC28LEVURE 

♦ I L8 

■ HBSS 

o fMLP CONCENTRATION (ng/ml) 



FIG. 6c 
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